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1. RESUMEN
El mecanismo de sen˜alizacio´n con Ubiquitina en el sistema de degradacio´n es-
pec´ıfica de prote´ınas Ubiquitina-Proteosoma es de vital importancia en ce´lulas
eucariotas, controla procesos intracelulares tales como la regulacio´n del volu-
men de prote´ına, el avance en el ciclo celular, los procesos de transcripcio´n y
la traduccio´n de sen˜ales, entre otros [62]. Giardia intestinalis posee un sistema
de degradacio´n proteica Ubiquitina-Proteosoma como se ha evidenciado experi-
mentalmente [27]; diferentes aproximaciones bioinforma´ticas a la identificacio´n
de las prote´ınas implicadas en el mecanismo de sen˜alizacio´n con Ubiquitina en
Giardia intestinalis han sido realizadas utilizando herramientas tradicionales
como BLAST[38, 27, 14]; sin embargo con estas herramientas solo las prote´ınas
ma´s conservadas en las secuencias de aminoa´cidos implicadas en el mecanis-
mo de sen˜alizacio´n con Ubiquitina han llegado a ser identificadas en el genoma
del para´sito; el uso de perfiles HMM de cada una de las familias de prote´ınas
involucradas en el mecanismo de sen˜alizacio´n con Ubiquitina sobre el genoma
del protozoario Giardia intestinalis planteados como una nueva metodolog´ıa in
silico, nos llevara´ a la identificacio´n del mayor nu´mero de prote´ınas con especial
e´nfasis en las secuencias de baja homolog´ıa que son las que al momento no se
han logrado identificar. El trabajo in silico fue base para la experimentacio´n
sobre el orto´logo OTU identificado en el para´sito como una muestra de la sensi-
bilidad y certeza de la metodolog´ıa in silico usada y como la primera evidencia
experimental de actividad OTU en protozoarios.
2. INTRODUCCIO´N
Giardia intestinalis pertenece a una de las l´ıneas ma´s tempranas de diver-
gencia eucario´tica [75] hac´ıendolo un modelo conveniente con el objeto de ha-
llar las v´ıas claves conservadas que caracterizan a las ce´lulas eucario´ticas y
sus mecanismos moleculares de regulacio´n celular. Estudios realizados en nues-
tro laboratorio a Giardia intestinalis han permitido identificar los elementos
ma´s conservados en las secuencias de aminoa´cidos pertenecientes al sistema
Ubiquitina-Proteosoma[27]; sin embargo muchas prote´ınas y en especial las de
baja homolog´ıa en la secuencia de aminoa´cidos no se han llegado a identificar
en el para´sito.
Hasta el momento los me´todos bioinforma´ticos utilizados para la identifica-
cio´n de secuencias involucradas en el sistema de degradacio´n proteica Ubiquitina—
Proteosoma en Giardia intestinalis se han enfocado en las bu´squedas con el
software BLAST; una herramienta bioinforma´tica tradicionalmente usada, que
desarrolla un algoritmo u´til y ra´pido en la identificacio´n de secuencias con por-
centajes de identidad superiores al 25% con respecto a sus secuencias orto´logas.
La utilizacio´n del Modelo Oculto de Markov (HMM ) implementado en apli-
caciones bioinforma´ticas se ha establecido como una herramienta de gran uti-
lidad en la identificacio´n de prote´ınas con distancias evolutivas considerables,
las cuales se muestran como secuencias con porcentajes de identidad inferiores
al 25%- con respecto a sus orto´logos. Esto es posible, debido a que los perfiles
de HMM entrenados para un conjunto de proteinas determinado son modelos
estad´ısticos capaces de describir en te´rminos probabillidad los para´metros que
establecen la relacio´n entre las secuencias del conjunto de entrenamiento; es
decir los para´metros ocultos.
Siendo las implementaciones computacionales de este modelo estad´ıstico con-
sideradas como sistemas inteligentes[50]—definidos -en terminos de programa-
cio´n-como implementaciones computacionales de aprendizaje maquinal— capa-
ces de extraer desde un conjunto de datos espec´ıfico- conjunto de entrenamiento-,
la informacio´n relevante y necesaria para la construccio´n de un modelo proba-
bil´ıstico que logra identificar secuencias que cumplen —con una probabilidad
dada— la misma v´ıa evolutiva del conjunto de secuencias de prote´ınas de en-
trenamiento; au´n siendo conjuntos de secuencias evolutivamente distantes[41].
Una metodolog´ıa bioinforma´tica basada en el HMM nos permitio´ identificar en
el genoma de Giardia intestinalis y como prospectos de este trabajo en otros
genomas, secuencias no anotadas que probabil´ısticamente pertenecen al conjun-
to de prote´ınas implicadas funcional y/o estructuralmente en el mecanismo de
sen˜alizacio´n con Ubiquitina.
3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General
Implementar una metodolog´ıa in silico usando el Modelo Oculto de Markov
con el fin de identificar secuencias de baja homolog´ıa involucradas en el meca-
nismo de sen˜alizacio´n con Ubiquitina en el sistema de degradacio´n espec´ıfica de
prote´ına Ubiquitina—Proteosoma en el para´sito Giardia intestinalis y la eva-
luacio´n de la transcripcio´n y actividad de uno de los componentes encontrados.
3.2. Objetivos Espec´ıficos
1. Implementar y desarrollar e un algoritmo capaz de usar las bases de datos
actuales de manera eficaz para tareas repetitivas en la identificacio´n de
secuencias de prote´ınas que cumplan con los perfiles de HMM de familias
de prote´ınas involucradas en el mecanismo de sen˜alizacio´n con Ubiquitina
en el sistema de degradacion de proteina Ubiquitina—Proteosoma.
2. Determinar en el genoma de Giardia intestinalis las secuencias de pro-
te´ınas que cumplen con los perfiles HMM de las familias de prote´ınas
involucradas en el mecanismo de sen˜alizacio´n con Ubiquitina en el siste-
ma de degradacio´n de proteina Ubiquitina—Proteosoma
3. Evaluar la presencia del transcrito en el para´sito Giardia intestinalis y
explorar la actividad enzima´tica de una de las secuencias identificadas.
Con la metodolog´ıa in silico implementada.
4. ANTECEDENTES
4.1. Giardia intestinalis
Giardia intestinalis es un para´sito protozoario(Figura 4.1) que infecta tanto
a humanos como a otros vertebrados, produciendo la enfermedad conocida como
Giardiosis.
Figura 4.1: Microscop´ıa electro´nica de un trofozoito de G. intestinalis.
Giardia intestinalis se encuentra en una interesante posicio´n evolutiva: Giar-
dia intestinalis, se define como una de las primeras l´ıneas de divergencia euca-
rio´tica partiendo de la secuencia de la subunidad pequen˜a de ssRNA[73]. Giar-
dia intestinalis es un microorganismo eucario´tico, posee organelos tales como
nu´cleo, ribosomas, vacuolas lisosomales y mu´ltiples cromosomas lineales; tiene
caracter´ısticas eucario´ticas, pero tambie´n posee diversas caracter´ısticas proca-
rio´ticas: Carece de organelos tales como mitocondrias, peroxisomas, nuclee´olo
y aparato de Golgi, aunque durante el proceso de enquistacio´n aparece una
estructura; posiblemente relacionada con el aparato de Golgi [59].
Durante mucho tiempo este para´sito fue considerado como exclusivamente
asexual, sin embargo recientemente se ha determinado la presencia y expresio´n
de genes meio´ticos durante los procesos de diferenciacio´n del para´sito[56].
En te´rminos evolutivos, Giardia intestinalis esta´ ma´s lejos de la levadura,
de lo que la misma levadura esta´ del hombre y los elementos que esta´n conser-
vados desde Giardia intestinalis hasta el hombre son un reflejo universal de las
funciones celulares eucario´ticas ma´s ba´sicas[73]. Esta posicio´n evolutiva hace de
Giardia intestinalis un modelo muy llamativo para la identificacio´n de meca-
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nismos moleculares de regulacio´n celular como la ubiquitinacio´n, pues plantea
una oportunidad para hallar las v´ıas claves y ma´s antiguas que caracterizan a
las ce´lulas eucario´ticas.
El ciclo de vida de este protozoario es el paso c´ıclico de trofozoito a quiste
y de quiste a trofozoito. La infeccio´n del hospedero es iniciada con la ingestio´n
de quistes provenientes de las heces de hospederos contaminados. Despue´s de la
ingestio´n, el quiste comienza el proceso de diferenciacio´n con la exquistacio´n; los
trofozoitos emergentes colonizan el intestino delgado e inician su crecimiento ve-
getativo; acto seguido, algunos de ellos migran hacia la parte baja del intestino
delgado para iniciar con el proceso de enquistacio´n. Durante estos procesos de
diferenciacio´n el para´sito sufre drama´ticos cambios biolo´gicos que requieren ne-
cesariamente de un recambio prote´ico espec´ıfico como el mediado por el sistema
Ubiquitina-Proteosoma.
4.2. Ubiquitinacio´n
La ubiquitinacio´n es la unio´n covalente de la ubiquitina a una prote´ına sus-
trato, es adema´s una modificacio´n postranscripcional que regula la estabilidad,
funcio´n, y/o localizacio´n de la prote´ına modificada [34]. La ubiqitina (Ub); una
prote´ına de 76 aminoa´cidos, es conjugada a una prote´ına sustrato a trave´s de
una serie de pasos enzima´ticos, que resultan en un enlace isopept´ıdico entre el
grupo α -Carboxilo del C-terminal de la Ubiquitina y el grupo ² -amino de una
Lisina en la prote´ına sustrato. La Ubiquitina tambien puede ser modificada en
cualquiera de sus siete residuos Lisina (K ) para generar cadenas poliubiquitina
(PoliUb). Todos los siete tipos de PoliUb -unidos por enlaces isopept´ıdicos entre
los residuos K48, K63, K33, K29, K27, K6 y K11 de las Ubiquitinas- han sido
identificados in vivo [55].
El destino de una prote´ına ubiquitinada es diverso y depende de la longitud
y tipo de cadena PoliUb unida. Como se observa en la Figura 4.2, los sustratos
modificados con cadenas PoliUb con enlaces entre los residuos K48 y con lon-
gitudes de n > 4 -donde n corresponde al nu´mero de ubiquitinas en la cadena
PoliUb- usualmente son blancos para la degradacio´n por el proteosoma 26S [76],
los sustratos unidos a cadenas de poliUb unidas a trave´s de sus residuos K63
tienen un papel diferente a la marca para la degradacio´n, su funcio´n se dirige
hacia la tolerancia en dan˜os al ADN, activacio´n del NF-kB, y otras v´ıas.
En general, la traduccio´n de sen˜ales es realizada por prote´ınas implicadas en
tres etapas diferentes: La generacio´n de la sen˜al, el reconocimiento de la sen˜al
y la remocio´n de la sen˜al[34].
El mecanismo de sen˜alizacio´n con ubiquitina posee´ un sistema ana´logo: Para
la generacio´n de esta sen˜al la Ubiquitina se une covalentemente a las prote´ınas
que van a ser marcadas en un proceso denominado Ubiquitinacio´n que require
de la cascada enzima´tica E1 − E2 − E3 (Figura4.3). Para el reconocimiento
de la sen˜al, la ce´lula cuenta con las prote´ınas de unio´n a ubiquitina y para la
remocio´n de la sen˜al existen las enzimas deubiquitinadoras [34].
La generacio´n de la sen˜al se lleva a cabo en tres procesos ba´sicamente: Pri-
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Figura 4.2: Diagrama esquema´tico. Destino de una prote´ına ubiquitinada. Figura
tomada de [55]
Figura 4.3: Representacio´n gra´fica de la generacio´n de la sen˜al de ubiquitinacio´n.
Activacio´n de la ubiquitina, conjugacio´n de la Ubiquitina y unio´n de la
ubiquitina a la prote´ına blanco de ubiquitinacio´n. La activacio´n de la
Ubiquitina es un proceso ATP dependiente, en el que se encuentra la
formacio´n del intermediario. E1-Ub-Adenilato con la liberacio´n de AMP
y ppi. La conjugacio´n de la Ubiquitina a E2 a trave´s de una reaccio´n
de transtiolacio´n y la seleccio´n del sustrato por intermediacio´n de la
enzima Ubiqitina ligasa E3.
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mero, la ubiquitina —en un proceso ATP dependiente— se une a la enzima
E1 mediante un enlace tioester de alta energ´ıa entre el C-terminal y el residuo
Cys de la enzima E1(E1− S −Ub)[51] como lo muestra la figura 4.3. Segundo,
la enzima E1 unida a Ubiquitina se conjuga con la enzima E2 para realizar
la transferencia de la Ubiquitina desde su residuo Cys al residuo activo de la
enzima E2 con un enlace tioester similar al formado con la enzima E1 en una
reaccio´n de transtiolacio´n[62]. La enzima E2 se encarga de transportar la ubi-
quitina hasta el sustrato prote´ico. Tercero, la ubiquitina es transferida a un
factor espec´ıfico —la enzima Ubiquitina ligasa (E3)— antes que al sustrato.
La enzima E3 cataliza la transferencia de la Ubiquitina al sustrato puesto que
tienen la funcio´n de reconocer la prote´ına blanco y mediar esta transferencia.
En general los organismos poseen un gran nu´mero de enzimas E3, cada una
responsable de un nu´mero limitado de sustratos.
El sistema de reconocimiento de la sen˜al de ubiquina identifica las prote´ınas
ubiquitinadas en los diferentes estados de ubiquitinacio´n, incluyendo diferentes
tipos de unio´n Ubiquitina-Ubiquitina y las diferentes longitudes de cadena Poli-
Ub. Las prote´ınas de reconocimiento de ubiquitina son normalmente clasificadas
de acuerdo a la homolog´ıa de sus dominios que involucran un papel crucial en
la ubiquitinacio´n [35, 71, 9]. Las enzimas deubiquitinadoras DUBs son las en-
cargadas de la remocio´n de la sen˜al, con la hidro´lisis del enlace pept´ıdico entre
el residuo glicina (Gly76) de la ubiquitina y el residuo lisina de la proteina
ubiquitinada[49].
Para una resen˜a de los dominios de prote´ınas involucrados que han sido
clasificados en este trabajo por favor remitirse a la tabla anexa 1.
4.3. Sistema Ubiquitina-Proteosoma
Como todos los componentes del organismo el proteoma esta´ tambien en un
estado dina´mico de s´ıntesis y degradacio´n de prote´ına y cuenta con el el sistema
Ubiquitina—Proteosoma es el principal sistema en la ce´lula para el catabolis-
mo prote´ico espec´ıfico, interviniendo de manera directa en el funcionamiento y
recambio de muchas prote´ınas reguladoras[77].
La Ubiquitina como cadena PoliUb con uniones entre los residuos K48 se
une como marca a las prote´ınas blanco que sera´n sustratos del proteosoma; un
multicomplejo prote´ico de forma cilindrica que cataliza el paso final de la de-
gradacio´n de prote´ınas intercelulares. Esta proteo´lisis es mediada por proteasas
dependientes de ATP que conforman el proteosoma y que degradan una amplia
variedad de prote´ınas citoplasma´ticas, nucleares y de membrana. El mecanismo
general de degradacio´n de prote´ınas poliubiquitinadas es:
1. Reconocimiento y unio´n al sustrato poliubiquitinado en el complejo Regu-
lador en el proteosoma. La funcio´n de este complejo es el reconocimiento
de la marca PoliUb K48, la hidro´lisis de ATP por actividad ATPasa ne-
cesaria para el despliegue de la prote´ına y la deubiqitinacio´n del sustrato
a ser degradado.
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2. Despliegue meca´nico de la prote´ına sustrato en un proceso ATP depen-
diente.
3. Introduccio´n de la prote´ına al interior del proteosoma despues de la deu-
biquitinacio´n.
4. Hidro´lsis de la prote´ına en fragmentos de 8 a 9 residuos.
5. Salida de los pe´ptidos por el extremo 19S opuesto al de la entrada del
sustrato.
4.4. Enzimas Deubiquitinadoras DUBs
La Ubiquitinacio´n es un proceso reversible; y son las enzimas deubiquitina-
doras (DUBs) las encargadas de esta funcio´n como se menciono´ en la seccio´n
4.2. Las DUBs son proteasas que hidrolizan cadenas PoliUb o Ubiquitina des-
de prote´ınas marcadas (ubiquitinadas). Ellas juegan un papel importante en
la regulacio´n de mu´ltiples procesos celulrales y ha sido relacionadas con dan˜os
fisiolo´gicos como algunos tipos de cancer hereditario y degeneracio´n neuronal.
El genoma humano codifica cerca de 100 DUBs espec´ıficas para ubiquitina y
la importancia de las DUBs no solo en humanos si no en todos los organismos
donde se han identificado, es la especificidad de sus sustratos y la forma en que
regulan el sistema de ubiquitinacio´n -esto es, el procesamiento de precursores
Ub, edicio´n de cadenas PolyUb y reciclaje de Ubiquitina-.
Basado en el mecanismo de cata´lisis, las proteasas en general se dividen en
cinco clases: Aspartico proteasas, Metaloproteasas, Serinaproteasas, Treonina-
proteasas y Cisteinaproteasas. Las DUBs se encuentran contenidas dentro de
las clases Metalo-proteasas y Cisteina proteasas. Cinco familias DUBs codifican
Cisteinaproteasas que llevan a cabo su actividad enzima´tica sobre el grupo tiol
de una cisteina (Cys) en su sitio activo-:
Primero, las UCHs (Ubiquitin C-terminal Hidrolases) -que hidrolizan la ubi-
quitina desde sustratos de taman˜o pequen˜o (20 aminoa´cidos). Segundo, las USPs
(Ubiquitin -Specific Proteases) que constituyen el grupo ma´s grande y variado
de DUBs capaces de hidrolizar diferentes tipos de uniones PoliUb. Tercero, las
MJDs (Machado-Joseph Disese) involucradas en deso´rdenes neurodegenerati-
vos y capaces de hidrolizar cadenas PoliUb K63 [69]. Cuarto, las PPPDE (after
Permuted Papain fold Peptidases of DsRNA viruses and Eucaryotes) identifi-
cada por primera vez por Iyer y sus colaboradores [38] y que hacen parte de
las prote´ınas con actividad DUB en bajos eucariotes -dentro de estos encuen-
tros se incuye Giardia lamblia-. Y quinto, las OTU (Ovarin Tumor) [61] que
ampliaremos ma´s adelante.
La sexta familia son las prote´ınas con motivo JAMM/MPN [15] las cuales
son Zn2+ metalloproteasas capaces de hidrolizar uniones PoliUb K63.
La regulacio´n celular de estas enzimas es un factor muy importante, ya que
es un mecanismo anticipado al control del tiempo y localizacio´n del sustra-
to a hidrolizar. Las DUBs han reportado regulacio´n tanto trascripcionalmen-
te [82, 81, 39] como postrancripcionalmente por Fosforilacio´n-Defosforilacio´n
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(http://www.phosphosite.org), por ubiquitinacio´n [78]y por Sumolacio´n [58]. Otro
de los mecanismos identificados para la regulacio´n enzima´tica de las DUBs son
los cambios conformacionales inducidos por los sustratos cuando ocurre la unio´n
con la Ubiquitina [57, 33, 40]
OTU, Ovarian Tumor
La familia de prote´ınas OTU o tambie´n llamada Otubain [4] fue identifi-
cada por primera vez en Drosophila melanogaster, por producir el fenotipo de
infertilidad; usando este gen y sus homo´logos como punto de partida Makarova
y sus colaboradores [54] identificaron in silico (acercamiento bioinforma´tico) la
relacio´n entre la familia OTU y las cisteinaproteasas. Actualmente ma´s de 100
prote´ınas con el domino OTU han sido reportadas en altos eucariotes [74, 57]
y a diferencia de las dema´s familias OTU esta familia de enzimas ha mostrado
actividad tanto in vivo como in vitro [4, 10, 21].
OTU hace parte de la clase Cisteina proteasa, pero ha diferencia de otras
proteinas de esta clase, OTU que ejerce su actividad enzima´tica con la triada
catal´ıtica incompleta [60] como se indica en la figura 4.4.
La familia de prote´ınas OTU es una familia evolutivamente lejana, como lo
muestra la figura 4.4, que dif´ıcilmente es identificable con me´todos bioinforma´ti-
cos de alineamiento local y uso de matrices de sustitucio´n (Figura 4.5).
La actividad enzima´tica de la prote´ına OTU ocurre sobre sustratos unidos
a PoliUb K48 espec´ıficamente. Sin embargo, solo hasta hace poco tiempo se
inicio´ la visualizacio´n del mecanismo enzima´tico al cual se debe su especificidad
con el modelo Bidentado que se muestra en la figura 4.6 propuesto por propuesto
por Wank y sus colaboradores en Marzo de este an˜o [79] .
Actualmente es posible tener acceso comercial a algunos sustratos para es-
te tipo de enzimas como lo son: DiUb K48, UbAMC y el inhibidor universal
de DUBs Ubiquitina aldehido (UbH ). Sin embargo no todas las prote´ınas con
dominio OTU son capaces de hidrolizar todos los sustratos: la Otubain 1 de hu-
mano (hOTU1 ) es capaz de hidrolizar uniones tetraUb [4] triUb y diUb unidas
a trave´s del residuo K48 de acuerdo al modelo bidentado. Por otro lado, la hO-
TU2 es inactiva in vitro para la hidro´lisis de sustratos con uniones isopet´ıdicas,
pero es capa´z de hidrolizar Ub-AMC [57], en levadura el homo´logo de Otubain1,
es capaz de hidrolizar Ub-AMC, y cadenas de PoliUb K48.
Dentro de las funciones que desempen˜a la familia OTU dentro de la ce´lula
son: Asociacio´n a Cdc48 -una chaperona AAA ATPasa que junto con Ufd2,
forman un complejo con actividad E4 ligasa encargado de extender las cade-
nas PoliUb sobre conjugados - donde probablemente desempen˜a su actividad
DUB para regulacio´n o correccio´n del proceso de extensio´n de cadenas Poli-
Ub[57]; aunque no todas las funciones de esta familia han sido identificadas y
caracterizadas.
En protozoarios hasta principio del an˜o pasado no exist´ıa ningu´n antece-
dente de identificacio´n in silico ni experimental para este tipo de prote´ına y
fue solamente en el lapso de tiempo de la realizacio´n de este trabajo que se
reporto´ in silico [64] usando el HMM para la identificacio´n de un orto´logo OTU
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Figura 4.4: Estructura del dominio catal´ıtico de cinco subclases de proteasas es-
pec´ıficas de Ubiquitina (amarillo) con Ubiquitina (azul). Las estructuras
muestran la marcada variabilidad en la estructura secundaria entre las
diferentes clases de DUBs. Los centros catal´ıticos son mostrados como
esferas -C-Gris, N-Azul, O-Rojo, S-Naranja y Zn-Violeta-. El Dominio
OTU carece de la Asp conservada en el centro catal´ıtico que normal-
mente estabiliza el oxyanio´n en estas proteasas. Figura tomada de [61].
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Figura 4.5: Representacio´n en 2D de la similaridad en secuencia entre todos los
dominios Ubiquitina proteasa de DUBs usando el software CLANS.
CLANS toma todas las bu´squedas de BLAST y usa lo HSPs (High-
Scoring Segment pairs) para construir la gra´fica. Cada nodo representa
un dominio Ubiquitina Proteasa y cada arista (linea) representa el sig-
nificado gra´fico del HSP. Figura tomada de [61].
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Figura 4.6: Modelo Bidentado de unio´n que representa las interacciones entre hO-
TU1y la DiUb -sustenta la especificidad sobre la hidro´lisis de K48-Ub
por hOTU1-. Se postulan dos sitios de unio´n para la ub distal y proxi-
mal de K48-DiUb que se unen simulta´neamente trave´s de las superfices
hidrofo´bicas (L´ıneas naranja). Figura tomada de [79].
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en Plasmodium falciparum, sin embargo, actualmente no existe ningu´n reporte
experimental de actividad enzima´tica OTU en un protozoario.
4.5. Sistema Ubiquitina-Proteosoma en Giardia intestinalis
En Giardia intestinalis se ha evidenciado la presencia de un sistema de de-
gradacio´n espec´ıfica a trave´s de la via Ubiquitina—Proteosoma por evidencia
experimental que denota la presencia del multicomplejo prote´ico Proteosoma
26S [20], la determinacio´n del gen ubiquitina[47], la identificacio´n y expresio´n
de 18 genes del sistema Ubiquitina—Proteosoma[27], la identificacio´n del gen
ubiquitina ribosomal S27 y tres prote´ınas con actividad DUB [14]. Sin embargo
muchos elementos permanecen sin identificar ya que existen familias de prote´ınas
implicadas en el mecanismo de sen˜alizacio´n con Ubiquitina evolutivamente di-
vergentes que aunque contienen residuos conservados, estos se encuentran en di-
ferentes posiciones de la secencia de aminoa´cidos; lo que hace que una bu´squeda
tradicional de alineamiento local utilizando cualquier secuencia individual no
logre identificar ninguna secuencia dentro del genoma de Giardia intestinalis
aunque por analog´ıa con otros organismos se espere encontrar un nu´mero con-
siderable de este tipo de secuencias.
4.6. Bioinforma´tica: Modelo de Desarrollo Actual
Las secuencias de proteinas homo´logas son aquellas que comparten en termi-
nos evolutivos un ancestro comu´n y pueden ser definidas matema´ticamene desde
la medida de similaridad en sus secuencias. Actualmente se ha masificado el uso
del software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)[72] como la herra-
mienta bioinforma´tica de mayor uso dentro de los grupos de investigacio´n y su
finalidad es la identificacio´n de secuencias de prote´ınas. La razo´n: BLAST es una
herramienta optimizada para acelerar el tiempo de respuesta a una bu´squeda de
secuencias dentro de las grandes bases de datos y certera para el encuentro de se-
cuencias homo´logas con identidades mayores al 25%, adicionalmente BLAST es
un software Front End(con entornos gra´ficos) disponible on—line que resultan
atractivos para muchos usuarios. sin embargo es una herramienta poco eficiente
en la identificacio´n de orto´logos con bajos porcentajes de identidad. El software
BLAST es desarrollado implementando el algoritmo de Smith-Waterman[72] el
cual basa su uso en algoritmos de programacio´n dina´mica[28] para alineamien-
tos locales que determinan los aciertos con respecto a un sistema de puntajes
llamado “Matrices de sustitucio´n” que cuantifican la relacio´n de una secuencia
con otra.
Una matriz de sustitucio´n de aminoa´cidos figura 4.7 contiene los valores pro-
porcionales a la tasa de cambio a la que un aminoa´cido i cambia a un aminoa´cido
j para todos los pares de aminoa´cidos posibles.
El tipo de matriz usada es determinante para los resultados que se obtendra´n
ya que cumple la funcio´n de asignar una puntuacio´n a cada residuo empareja-
do. El uso de una matriz incorrecta puede llevar a calificar erro´neamente los
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Figura 4.7: Ejemplo de una matriz de sustitucio´n. Matriz de sustitucio´n BLO-
SON64, matriz de sustitucin´ por defecto de BLAST.
alineamientos y por lo tanto obtener resultados equivocados. Sin embargo el
software no dispone de matrices de sustitucio´n espec´ıficas para cada una de
las secuencias y organismos existentes, siendo esta la primera limitante, ya que
las posiciones y los residuos espec´ıficos no necesariamente tienen los mismos
patrones de conservacio´n en diferentes contextos.
Esta limitante ha hecho que diversas soluciones computacionales sean pro-
puestas en busca de algoritmos inteligentes capaces de aprender afin de evi-
tar la dependencia de para´metros fijos y generales. NCBI propone el software
PSI-BLAST como alternativa[1], es un software capaz de crear nuevas matri-
ces de sustitucio´n a partir de alineamientos mu´ltiples de secuencias obtenidos
por bu´squedas locales con BLASTp, facilitando el encuentro de secuencias con
porcentajes de identidad inferiores al 25% con respecto a sus orto´logos, sin em-
bargo este software no permite la manipulacio´n estricta por parte del usuario
para controlar las secuencias que contribuyen a la construccio´n de la matriz, lo
que puede resultar en encuentros erro´neos como lo muestra la figura 4.8.
Otra limitante de los me´todos de perfiles calificados por matrices de sus-
titucio´n es que dependen en gran medida de los para´metros del me´todo. En
particular la penalizacio´n por gap, que corresponde a un valor fijo sin tener
en cuenta que un conjunto de secuencias pose´e regiones muy conservadas (si-
tios catal´ıticos) y regiones variables, penalizando la aparicio´n de gaps de igual
forma en todas las regiones; las sustituciones, inserciones o delesiones en una
regio´n conservada deber´ıan idealmente penalizarse ma´s en regiones variables, de
igual forma algunas clases de sustituciones deber´ıan penalizarse con diferente
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Figura 4.8: Ejemplo de falsos positivos obtenidos con el software PSI–BLAST
relacio´n y valor en una posicio´n u otra. Estas limitantes se ven superadas con el
uso del modelo estad´ıstico “Modelo Oculto de Markov” HMM-Hidden Markov
Model que denota un alineamiento mu´ltiple variable con penalizaciones por gap
dependientes de la posicio´n; ya que en e´l las penalizaciones son definidas en
te´rminos de probabilidad de acuerdo a la informacio´n suministrada (secuencias
de entrenamiento).
4.7. Bioinforma´tica: Modelo Oculto de Markov
El Modelo Oculto de Markov (HMM ) es un modelo estad´ıstico descrito por
Andre´i Markov en 1907. Un HMM describe una serie de observaciones a trave´s
de un proceso estoca´stico “oculto” que cumple con la propiedad de Markov:
—Dado un evento i la probabilidad de ocurrencia del siguiente evento j solo
depende de la probabilidad condicional P (i|j).
En 1989 Rabiner[65] aplico´ este modelo estad´ıstico en te´cnicas de reconoci-
miento de voz y solo hasta 1994 Krogh y sus colaboradores[48] aplican el HMM
en te´cnicas bioinforma´ticas para proteo´mica realizando una analog´ıa a su apli-
cacio´n en las te´cnicas de reconocimiento de voz.
En proteo´mica el “modelamiento de prote´ınas” puede ser descrito por el
HMM : En esta aplicacio´n las observaciones son representadas por los 20 aminoa´ci-
dos formadores de una prote´ına y el modelo HMM es el que por un proceso
aleatorio y “oculto” genera las secuencias de aminoa´cidos, entonces el modelo
puede definir una probabilidad de distribucio´n sobre las posibles secuencias de
aminoa´cidos que genere. Un buen modelo de prote´ınas es aquel que asigna una
alta probabilidad de distribucio´n a las secuencias que pertenecen al conjunto de
secuencias que modela. En te´rminos biolo´gicos los HMM construidos para fa-
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milias, dominios o motivos de prote´ınas describen la estructura primaria de las
secuencias con los elementos ba´sicos que caracterizan las mole´culas homo´logas.
Pero, como se construye un HMM para una familia de prote´ınas?.
4.8. Arquitectura HMM
Consideramos una familia de prote´ınas con una funcio´n celular en comu´n
como la actividad deubiquitinadora de las DUBs UCH :
Figura 4.9: Sitio catal´ıtico Cys de la enzima UCH de H. sapiens Hs, D.melanogaster
Dm, S.licopersycum Sl, A.taliana At y P.Falciparum Pf. En la parte
superior de la figura una representacio´n gra´fica de la informacio´n f´ısica
utilizada para la contruccio´n de prefiles. En la parte inferior de la figura
un alineamiento mu´ltiple de secuencias
La funcio´n deubiquitinadora de la familia de secuencias DUBs UCH puede
ser caracterizada en funcio´n de una secuencia de posiciones en el espacio A1....A5
(figura 4.9) donde se ubican los aminoa´cidos —indicados en la figura— con su
estructura dentro de la cadena polipept´ıdica, en la parte superior de la figura 4.9
y como letras en el alineamiento —parte inferior de la figura— obedeciendo a
una probabilidad de distribucio´n sobre los 20 aminoa´cidos y a la probabilidad de
que ningu´n aminoa´cido (denotado en un alineamiento como gap y representado
por “ — ” este´ en una posicio´n t´ıpica de la prote´ına. En te´rminos generales esta
es la definicio´n de un perfil[29] .
La estructura de un HMM para una familia de prote´ınas es en te´rminos
generales similar a la de un perfil. La linea principal de un HMM contiene una
secuencia de M estados los cuales son llamados estados de match, que corres-
ponden a las posiciones en una prote´ına o a las columnas en un alineamiento
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mu´ltiple, M = 4 en el ejemplo de la figura 4.10. Cada uno de estos estados
puede generar una letra x desde un alfabeto de 20 letras (que representan los
20 aminoa´cidos) de acuerdo a la probabilidad de distribucio´n P (x|mk) donde k
es un contador k = 1....M . De la notacio´n P (x|mk) se infiere que cada estado
de match mk tiene una probabilidad de distribucio´n distinta.
Figura 4.10: Represntacio´n gra´fica(grafo) de un perfil HMM de longitud de cuatro
para secuencias de proteinas. Existen cuatro estados posibles: Estado
de mach, estado de insercio´n y estado de Delecio´n. Cada estado con
posibles transiciones de estado asociadas a un vector de probabilidad.
Por cada estado de match mk existe un estado de delecio´n dk que no produce
ningu´n aminoa´cido y que es un estado alterno para los eventos en los que no hay
transicio´n hacia un estado de match mk, figura 4.10. Existen tambie´n M + 1
estados de insercio´n ik−1 los cuales generan aminoa´cidos del mismo modo que
el estado de match pero con una distribucio´n de probabilidad asociada P (x|ik).
Finalmente por convencio´n se adiciona un estado de inicio“begin′′ y un estado
final“end′′ denotados en la figura 4.10 como BEG y END los cuales no producen
ningu´n aminoa´cido. Desde cada uno de estos estados son posibles las transiciones
a otros estados, indicadas con flechas en la figura 4.10. Las transiciones entre
estados de match o delecio´n siempre se mueven hacia adelante en el modelo
mientras que las transiciones desde un estado de insercio´n no ya que mu´ltiples
inserciones pueden ocurrir por retornos sobre el mismo estado de insercio´n. La
probabilidad de transicio´n desde un estado q a un estado r es denotada como
T (r|q).
Con esta estructura del modelo una secuencia puede ser generada evolucio-
nando de estado a estado en el contador k de acuerdo al modelo (figura 4.10) de
la siguiente forma: Se comienza en un estado de inicio (BEG− begin) donde se
puede elegir una transicio´n a un estado m1, d1 o i0 aleatoriamente de acuerdo
a las probabilidades T (m1|BEG), T (d1|BEG) y T (i0|BEG). Si la transicio´n
es hacia m1 se generara´ el primer aminoa´cido x1 con una probabilidad de dis-
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tribucio´n P (x|m1) y una transicio´n al pro´ximo estado acorde con una T (∗|m1)
donde ∗ indica el posible pro´ximo estado. Si el pro´ximo estado es el estado de
insercio´n i1 entonces se genera un aminoa´cido x2 acorde a P (x|i1) y se selecciona
el pro´ximo estado de acuerdo a T (∗|i1). Si el pro´ximo paso es al estado de dele-
sio´n d2, no se genera ningu´n aminoa´cido y la transicio´n al siguiente estado sera
de acuerdo a T (∗|d2). Continuando de esta manera llegaremos al estado final
END generando una secuencia de aminoa´cidos x1, x2, x3, ...xi por la secuencia
de estados q0, q1, q2, q3...qN , qN+1 de acuerdo al modelo. Donde q0 = m0 (estado
inicial-BEG) y qN+1 = mM+1 (estado final-END).
La longitud de N es igual a la longitud de la secuencia de prote´ına ya que
los estados de delecio´n no producen aminoa´cidos. Si qi es un estado de match o
insercio´n, se define l(i) como el ı´ndice de la secuencia x1...xL de los aminoa´cidos
producidos en el estado qi.
Solamente los aminoa´cidos emitidos por el proceso q son observables, pero
no la ruta o secuencia de estados q, de ah´ı el calificativo de Modelo “Oculto” de
Markov, ya que el proceso por el cual son generadas las cadenas de Markov que
es no visible al observador. El proceso de generacin de una cadena de Markov
dentro del Modelo Oculto de markov pude ser descrito como la probabilidad de
la secuencia de eventos q0....qN+1 deducido desde la secuencia x1.....xL.
Donde el conjunto de P (xl(i)|qi) = 1 en los casos en que qi sea un estado
de delecio´n qk. Para una descripcio´n formal del HMM [65]. Esta expresio´n tiene
tres limitantes debido a la complejidad de los ca´lculos:
Primero: Calcular eficientemente la probabilidad de la secuencia de aminoa´ci-
dos x en un modelo- P (x|modelo) de acuerdo la secuencia observada
x = x1x2....xN . es decir la suma de las probabilidades de todos las posibles tra-
yectorias que podr´ıan producir esa secuencia. La limitante radica que el nu´mero
de rutas en la arquitectura del HMM es exponencial hacie´ndolo un calculo de
alta complejidad. Ya que en cada tiempo k, k = 1, 2...M donde se tienen N
estados posibles alcanzables son necesarias NM operaciones para todas las posi-
bles iteraciones. Sin embargo este ca´lculo es posible realizarlo con el uso de una
te´cnica de programacio´n dina´mica implementando el algoritmo de avance (for-
ward algorithm) que realiza a una velocidad aceptable este ca´lculo. El resultado
de este ca´lculo es expresado como −logP (secuencia|modelo), que resume la po-
sibilidad de una secuencia dada en el modelo es decir el score de una secuencia
para un modelo dado.
Segundo: Encontrar la trayectoria de estados q ma´s probable q = (q1q2...qN+1)
de acuerdo a un modelo para la observaciones x = (x1x2....xN ), ya que el nu´me-
ro de ca´lculos es exponencial- NM - para la determinacio´n de las probabilidades
al igual que en el caso anterior. Para este ca´lculo se usa el algoritmo de retroceso
(backward algorithm).
Tercero: Maximizar Prob(x1...xL, q0...qN+1|modelo) ajustando la matriz de
transicio´n (A)A = (aij)NxN donde aij es la probabilidad de transicio´n del esta-
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do i al j, el vector de probabilidad de emisio´n de aminoa´cidos (B)- uno por cada
estado y el vector de probabilidad del estado inicial pi logrando con esto que el
modelo aprenda; es decir que logre describir de la forma mas pro´xima a la reali-
dad un conjunto de observaciones —el conjunto de secuencias de una familia,
dominio o motivo de prote´ınas. Este ca´lculo se realiza utilizando el algoritmo de
Viterbi (Para ver una descripcio´n detallada del desarrollo matema´tico de cada
uno de estos algoritmos[65, 24]).
La ventaja de usar HMMs en proteo´mica es que tienen una base proba-
bil´ıstica formal; donde se puede utilizar la teor´ıa de probabilidad para dirigir
los para´metros de anotacio´n de una secuencia. Esta base probabil´ıstica permite
realizar determinaciones que con los me´todos heur´ısticos comunes —descritos
anteriormente— no son permitidas. De esta forma el HMM a diferencia de
otros me´todos tienen en cuenta en la identificacio´n de secuencias los siguientes
para´metros[48] que desde el punto de vista biolo´gico son relevantes:
1. Algunas posiciones en la secuencia de aminoa´cidos de una prote´ına mues-
tran un alto grado de conservacio´n de residuos espec´ıficos —el caso de los
sitios catal´ıticos— mientras otras posiciones pueden mostrar considerables
variaciones.
2. En determinadas posiciones de la secuencia algunos aminoa´cidos pueden
no estar presentes en algunas prote´ınas sin que esto afecte la funcio´n de
la prote´ına.
3. Las inserciones de aminoa´cidos en una secuencia de prote´ına pueden ser
permitidas solo en algunas zonas de la prote´ına mientras que en otras no.
Por esta razo´n los HMM, llamados perfiles HMM para bioinforma´tica, son
una fuente muy importante de informacio´n de las familias de prote´ınas[18]. Ac-
tualmente, y gracias a que los HMM poseen para´metros estad´ısticos definidos
lo que permite que sean construidos computacionalmente, sin necesidad de nin-
guna intervencio´n o curacio´n manual; se han creado bibliotecas de centenares
de perfiles HMM que pueden ser usados en la bu´squeda de secuencias no ano-
tadas como aproximacio´n de las relaciones funcionales y/o estructurales de una
familia de prote´ınas.
Una de las bases de datos pu´blicas ma´s robustas de perfiles HMM es la base
de datos de PFAM (Protein Family Data Base)[22]. la base de datos de PFAM
ha sido construida a partir de alineamientos mu´ltiples de secuencias de familias
de prote´ınas utilizando el software CLUSTALW los cuales han sido usados para
la construccio´n de los perfiles HMM con el paquete de software HMMER[19],
los investigadores del Centro Sanger son los realizadores de esta coleccio´n[22].
El siguiente paso despue´s de construido el perfil HMM para un conjunto de
secuencias (secuencias de entrenamiento), es la bu´squeda de secuencias dentro
de grandes bases de datos que tengan una alta probabilidad de haber sido ge-
neradas por el modelo. Para tal fin es necesario determinar la probabilidad que
tiene una secuencia para la trayectoria recorrida a trave´s del modelo para su
generacio´n. Sin embargo, para las secuencias que no hacen parte del conjunto de
4. ANTECEDENTES 20
entrenamiento del modelo, es decir para las secuencias que se encuentran en las
bases de datos donde se quiere evaluar el HMM, esta trayectoria no se conoce por
ello se construye un alineamiento entre la secuencia a evaluar y el modelo HMM
—de forma similar a un alineamiento entre dos secuencias— como acercamiento
al encuentro de la trayectoria ma´s probable.
Para una secuencia en particular, un alineamiento con el modelo HMM (o
con la trayectoria de eventos) se realiza con la asignacio´n de estados para cada
residuo en la secuencia, lleva´ndonos un gran nu´mero de posibles alineamientos
para una secuencia dada[19]. A modo de ejemplo, una secuencia de aminoa´cidos
representada como x1, x2, x3.... y un HMM representado como m1,m2,m3...
para los estados de match y i0, i1, i2.... para los estados de insercio´n puede tener
un alineamiento de la siguiente forma:
Un aminoa´cido x1 en estado de match m1, dos aminoa´cidos x2, x3 en el
estado de insercio´n i1, x4 en el estado de match m2, x5 en el estado de match
m6 (despue´s de pasar por tres estados de delesio´n) y as´ı sucesivamente hasta
alinear la cadena completa. Para cada posible alineamiento es decir para cada
posible trayectoria de estados para formar la secuencia x1, x2, x3... se debe cal-
cular la probabilidad de la secuencia o el score para entonces encontrar el mejor
alineamiento, el que tienen el mayor score o probabilidad de ser cumplir el perfil
HMM. Aunque son numerosos los alineamientos que puede tener una secuen-
cia que se evalu´a con el modelo HMM es posible calcularlos con algoritmos de
programacio´n dina´mica como el algoritmo de avance (forward algorithm). El
score calculado por el algoritmo de avance (forward algorithm) y normalizado
para evitar su dependencia del taman˜o de la secuencia encuestada —de forma
similar a la funcio´n del score en BLAST— es u´til para clasificar los encuen-
tros resultantes de la bu´squeda de secuencias homo´logas con un perfil HMM
determinado[48].
El modelo HMM es muy eficiente para familias de prote´ınas con bajos por-
centajes de identidad y que contienen caracter´ısticas funcionales y/o estruc-
turales definidas[41], ya que nos permite cuantificar la forma —para nosotros
“oculta”– en que se relacionan las secuencias de una familia de prote´ınas, desde
sus secuencias de aminoa´cidos—para nosotros la informacio´n conocida—.
5. MATERIALES Y ME´TODOS
5.1. Prospecto Bioinforma´tico
5.1.1. Identificacio´n de secuencias con el HMM en el genoma de Giardia
intestinalis
Nosotros obtuvimos los perfiles HMM relacionados con la Ubiquitinacio´n
desde la base de datos de PFAM[22] usando la entrada ubiquitin como varible de
retorno al motor de bu´squeda de la base de datos en un entorno no grafico usando
el navegadorWeb links2. Los perfiles obtenidos fueron clasificados manualmente
uno a uno. La relacio´n de los perfiles HMM en el sistema de ubiquitinacio´n se
identifico´ por la bu´squeda de referencias bibliogra´ficas de la actividad enzima´tica
para el dominio, motivo o familia de prote´ınas modelado por el HMM ; en los
casos en que no exite reporte bibliogra´fico se realizo´ la bu´squeda de referencias
de las secuencias que hacen del conjunto de entrenamiento. El reporte de esta
clasificacio´n se realizo´ en una tabla -como la mostrada en la figura 5.1 con los
siguientes items:
1. Grupo o subgrupo.
2. Nu´mero de acceso a PFAM del perfil HMM -No PFAM.
3. Identificacio´n del perfil HMM en PFAM -Nombre PFAM.
4. Nombre del dominio que describe el perfil HMM -Dominio.
5. Descripcio´n de la actividad enzima´tica en la que esta involucrado el mo-
tivo dominio o familia de prote´ına detro del sistema de Ubiqitinacio´n -
Descripcio´n Dominio.
6. Nu´mero de secuencias identificadas en el genoma de Giardia que esta´n
relacionadas con el sistema de ubiquitinacio´n (de acuerdo al valor de E-
value, expuesto ma´s adelante) -Gl-Rel.
7. Nu´mero de secuencias totales identificadas en el genoma de Giardia con
el perfil -Gl
8. Nu´mero de secuencias identificadas en el genoma de Giardia que esta´n
reportadas como pertenicientes al dominio por homolog´ıa -No Gl
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9. Nu´mero de secuencias identificadas en el genoma de Giardia que esta´n
reportadas como prote´ınas hipote´ticas sin ninguna homolog´ıa relacionada
-Hipote´ticas
10. Referencia bibliogra´fica que respalda la clasificacio´n del perfil dentro del
grupo o subgrupo -Bibliograf´ıa.
Figura 5.1: Estilo de la tabla de resultados para la clasificacio´n de los perfiles
HMM de la base de datos de PFAM relacionados con el sistema
de ubiquitinacio´n.
Desarrollamos un LINUX Bash Script que finaliza con la identificacio´n y cla-
sificacio´n de secuencias relacionadas con la ubiquitinacio´n. Dentro del desarrollo
del script se incluye:
1. Como paso inicial descargamos la base de datos de ORFs desde el proyecto
genoma de G. intestinalis http://www.giardiadb.org/giardiadb que
se encuentra disponible como secuencia de aminoa´cidos, a fin de trabajar
localmente para obtener mayor velocidad en la ejecucio´n del script
2. Usamos hmmsearch; un programa de la suite HMMER v2.3; quien im-
plementa el algoritmo de Viterbi para la identificacio´n de secuencias que
pueden ser emitidas desde los modelos HMM descargados de la base de
datos de PFAM. Con hmmsearch se usaron los para´metros por defecto
(valor de corte E-value 10.0)
3. Las secuencias obtenidas desde hmmsearch fueron redireccionadas como
para´metro de bu´squeda para el software BLASTp para ubicar el nu´mero de
acceso y anotacio´n de cada secuencia identificada en Giardia con el HMM,
con la siguiente linea de comandos: blastcl3− pblastp−m3− v1− b0− o
donde los para´metros son:
a) -m La base de datos del GenBank.
b) -v El primer encuentro (secuencia con mayor Score).
c) -b Sin la presentacio´n del alineaminto de la secuencia reportada.
4. El script finaliza con un reporte en forma de mapa conceptual formateado
para el software Freemind http://freemind.sourceforge.net tomando
en cuenta la clasificacio´n manual de los perfiles realizada inicialmente y las
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secuencias encontradas dentro del genoma de Giardia intestinalis con su
respectiva identificacio´n en la base de datos del GenBank para visulizar de
forma organizada un inventario de genes de la cascada enzima´tica completa
de la ubiquitinacio´n en Giarda.
5.1.2. Ana´lisis bioinforma´tico secuencia orto´loga OTU en G. intestinalis
(GlOTU)
De las secuencias identificadas con el LINUX Bash Script selecionamos el
orto´logo OTU para verificacio´n experimental de la actividad enzima´tica pro-
puesta in silico al que denominamos para este trabajo GlOTU.
Identificacio´n de residuos activos en GlOTU
Esta familia de enzimas muestra los residuos activos en posiciones no con-
servadas dentro de la estructura primaria; por esta razo´n la ubicacio´n de los
residuos activos se realizo´ a trave´s de alineamientos locales sobre la base de
datos de MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/ ) con BLASTp; usando como
matriz de sustitucio´n BLOSUM62. Sin embargo en esta familia de enzimas en
su estructura terciaria tanto la Histidina como la Cisteina se encuentran enfren-
tadas para realizar su funcio´n peptidasa.
Prediccio´n de la Estructura Terciaria de GlOTU
Para la prediccio´n de la estructura terciaria de GlOTU fue usado el Softwa-
re SAM T08 disponible on line (http://compbio.soe.ucsc.edu/SAM T08/T08-
query.html).
El algoritmo general que lleva a cabo el software para la prediccio´n de la
estructura terciaria es la siguiente:
1. Identifica las secuencias similares de forma iterativa con perfiles HMM
usando el software SAM-T2K [41].
2. Predice las caracter´ısticas locales de la estructura secundaria usando redes
neuronales [46]
3. Identifica los posibles modelos de plegamiento usando HMM de doble
emisio´n con el me´todo SAM-T02 [43]
4. Construye una librer´ıa espec´ıfica de los fragmentos a ensamblar para la ge-
neracio´n de la estructura terciaria con la herramienta FRAGFINDER[44]
5. Alinea los fragmentos y ensambla los plegamientos reconocidos por SAM-
T02 para construccio´n de la estructura terciaria con la herramienta UN-
DERTAKER [2].
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Consulta de informacio´n reportada para la secuencia GlOTU
Desde el aplicativo de Eukaryotic Pathogen DataBase (EuPathDB: http://EuPathDB.org)
en GiardiaDB [3] se realizo´ la consulta de la informacio´n reportada para la se-
cuencia GlOTU.
Figura 5.2: Diagrama bu´squeda jera´rquica en http://eupathdb.org
Siguiendo el diagrama 5.2 se llevo´ acabo la miner´ıa de datos con la metodo-
log´ıa de bu´squeda jera´rquica desarrollada en esta interfaz. Para esta bu´squeda
se organizaron cinco filtros para la base de datos GiardiaDB que van desde el
menos restrictivo (genes de Giardia) hasta el ma´s restrictivo (Dominio OTU
desde la base de datos de PFAM); de esta forma evaluamos las evidencias ex-
perimentales reportadas para la secuencia GlOTU a medida que se avanza con
cada filtro. Los para´metros de cada filtro se muestran a continuacio´n 5.3:
Figura 5.3: Para´metros de bu´squeda en EuPathDb.org para cada filtro
5.2. Desarrollo Experimental
La determinacio´n experimental de la actividad deubiquitinadora de la se-
ciencia con ID XP 001708900 en el GenBank (GlOTU ) se llevo´ acabo siguiendo
el procedimiento que se describe en el digrama (Figura 5.4) y que se explica en
detalle a continuacio´n:
5.2.1. Disen˜o de Primers
Se disen˜o´ una pareja de primers espec´ıficos sobre la secuencia del gen GlOTU
ID XP 001708900 de la base de datos del GenBank de NCBI (National center
for Biotechnology information) con el software PRIMER DESIGNER v 1.01 con
el fin de amplificar por PCR el gen GlOTU en la direccio´n de transcripcicio´n
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Figura 5.4: Diagrama general del procedimiento experimental para la exploracio´n
de actividad DUB en la secuencia GlOTU
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codificante (3’ - 5’) y en el marco de lectura correcto para la posterior clonacio´n
direccionada del producto de PCR en el vector PET Topo100 (Invitrogen).
Para este disen˜o se adicionaron 4 nucleo´tidos [CACC] al extremo 5’ del “pri-
mer” sentido que corresponden a la secuencia de reconocimiento de la enzima
Topoisomerasa del kit PET Topo100 para una clonacio´n direccionada.
Adicionalmente usando el mismo software se disen˜o´ un primer interno sen-
tido para la realizacio´n de Nested PCR con la finalidad de corroborar de la
identidad del producto amplificado por PCR.
5.2.2. Amplificacio´n por PCR y Nested PCR
El fragmento del gen GlOTU fue amplificado por PCR utilizando como
plantilla ADN geno´mico del para´sito Giardia intestinalis cepa WB clon 6 que
se encontraba disponible en el laboratorio (LIBBIQ). La reaccio´n de PCR fue
llevada a cabo en un volumen final de 25µL utilizando: 300µM de cada dNTP,
0.5µM de cada primer, Buffer PCR 1X (50mM KCl, 10mM Tris-HCl pH 9 y
0,1% de Triton), 1.0mM de MgCl3 y la enzima ADN polimerasa de correctura
pfx polimerasa (Invitrogen). La mezcla de reaccio´n fue sometida al siguiente ciclo
te´rmico: Denaturalizacio´n inicial (94oC por 30s), anillaje (50oC por 1 min) y
extensio´n (72oC por 1min), por u´ltimo se realizo´ una extensio´n a 72oC por
10min.
Los productos de PCR se sometieron a electroforesis horizontal en geles de
agarosa al 1.0% en buffer TBE 0.5X (Tris HCL 89mM, a´cido Bo´rico 89mM
EDTA 2mM pH 8.3). En cada gel se sembraron 5µL de producto en cada pozo
con 1µL de buffer de carga (Azul de bromofenol 0.25%, Xylene Cyanol 0.25%
y 30% glicerol). El gel se mantuvo a una diferencia de potencial de 75V por 2
horas y se revelaron las bandas por 15 min con bromuro de Etidio (1µg/mL).
Dichas bandas se visualizaron utilizando un analizador de ima´genes UV Gel Doc
1000 y se adquirieron con el software Quantiti One.
5.2.3. Clonacio´n y expresio´n de la proteina GlOTU en ce´lulas E coli
Clonacio´n del producto de PCR en el vector PET Topo100
El fragmento amplificado por PCR se ligo´ al vector PET Topo100 (Invitro-
gen) utilizando 2µL de producto de PCR fresco, 1µL de alicuota de vector y
1µL de solucio´n salina para un volumen total de mezcla de reaccio´n de 6µL.
Despues de 5 minutos de incubacio´n a temperatura ambiente se indujo la
entrada del producto de ligacio´n (3µL) a 50µL de ce´lulas Escherichia coli Top
10 competentes por choque te´rmico a 42oC por 20s. Las ce´lulas se recuperaron
con la adicion de 250mL de medio LB e incubacio´n 1 hora a 37oC con agitacio´n
a 250rpm. Acto seguido se sembraron 100µL de la suspencio´n en medio LB agar
suplementado con 100µg/µL de ampicilina (LB/Amp).
La u´nica colonia observada fue rastreada por PCR con los primers espec´ıficos
de GlOTU para corroborar la presencia del gen GLOTU en el pla´smido de la
colonia.
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Purificacio´n del ADN plasmı´dico
A partir del clon positivo se realizo´ un cultivo de 10mL en medio LB/Amp
durante 12 horas a 37oC y agiacio´n a 200rpm. Se colectaron las bacterias por
centrifugacio´n a 14000 rpm por 5min y se extrajo el ADN plasmı´dico usando el
kit Wizard Pls minipreps DNA purification system (Promega). Esta extraccio´n
se basa en una lisis celular bajo condiciones ba´sicas y posterior purificacio´n de
a´cidos nucle´icos por cromatograf´ıa de intercambio io´nico. El clon de E.coli Top10
recombinante fue almacenado a −70oC en buffer de almacenamiento (Glicerol)
Transformacio´n de ce´lulas E. coli BL21 (DE3) One Shot TM (Invitrogen)
A un vial de ce´lulas E. coli BL21 (DE3) One Shot TM (Invitrogen) se adi-
cionaron 5µL de la pla´smido purificado (2ng/µL). La mezcla se incubo´ sobre
hielo durante 30min. Transcurrido este tiempo las ce´lulas fueron sometidas a
choque te´rmico a 42oC por 30s. Las ce´lulas se dejaron en recuperacio´n con la
adicion de 250µL de medio SOC e incubacio´n durante 30 min a 37oC con agita-
cio´n (200 rpm). Posteriormente se sembraron 200µL en cajas de LB/Amp que
fueron incubadas a 37oC por 12 horas.
Una u´nica colonia recombinante obtenida fue rastreada por PCR usando, la
pareja de primers externos.
Prueba piloto para la induccio´n de expresio´n del pla´smido en ce´lulas E. coli
BL21 (DE3) One Shot TM (Invitrogen)
La colinia de ce´lulas E. coli BL21 (DE3) One Shot TM (Invitrogen) ras-
treada por PCR se inoculo´ en 5mL de medio LB/Amp (overnigth). De este
cultivo se realizo´ una dilusio´n 1 : 50 en medio LB/Amp que se incubo´ a 37oC
con agitacio´n (200 rpm) durante 2 horas aproximadamente hasta 0,5− 0,6U de
absorbancia a 600nm, momento en el cual se realizo´ la induccio´n de la expre-
sio´n de las prote´ınas con IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) a una
concentracio´n final de 1,5mM y se tomaron muestras a diferentes tiempos post-
induccio´n (1h, 2h, 4h y 12h) para establecer el tiempo o´ptimo de inducio´n para
la expresio´n de la prote´ına GlOTU recombinante. Los patrones electrofore´ticos
de lisados celulares del clon positivo post-induccio´n de ce´lulas transformadas
con el pla´smido recombinante y de ce´lulas sin pla´smido (control negativo) fue-
ron analizadas por electroforesis vertical en un gel discontinuo de poliacrilamida
10% (SDS-PAGE).
Para este procedimiento se centrifugo´ una al´ıcuota de cultivo a 14000rpm
por 5min para los diferentes tiempos post-induccio´n normalizando la catidad
de ce´lulas con el volumen de la al´ıcuota tomada respecto de la medida de absor-
bancia a 600nm. El pellet de bacterias se resuspensio´ en 40µL de buffer muestra
1X denaturante para electroforesis (Tris-HCl 15mMpH6,8, SDS 0,05%, Azul de
bromo fenol 0,002% y Glicerol 0,5%, beta-mercaptoetanol 89mM). Las mues-
tras se sometieron por 10min a 95oC. 10µL de este lisado se sembro´ en cada pozo
del gel para SDS-PAGE en buffer de electroforesis (Tris base 25mM , Glicina
192mM , SDS 1%, pH8,3).
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Se utilizo´ un gel concentrador (Tris-HCl 0,125mMpH6,8, SDS 0,1%, persul-
fato de amonio 0,1% y TEMED 0,2%) de 3,9%; y un gel separador (Tris-HCl
0,35M , SDS 0,01%pH8,8, persulfato de amonio 0,1% y TEMED 0,03%) de
10% . Se mantuvo una diferencia de potencial de 110V y se visualizaron las
bandas por tincio´n con azul de Coomasie (0,05% Coomassie brillant blue 250,
isopropanol 25%, a´cido ace´tico 11%). El mismo procedimiento se realizo´ para la
transfrerencia de extractos bacterianos a la membrana de PDVF (polyvinylidene
Fluoride) y la posterior deteccio´n de prote´ınas por inmunoensayos.
La membrana de PDVF se trato previamente con metanol por 20 segundos,
agua desionizada por 2min. Y se mantuvo en buffer de transferencia (Tris base
25mM , Glicina 192mM , Metanol 10%v/v pH 8,3) por 10min, mientras que el
gel a transferir fue incubado por 20min. En el mismo buffer de transferencia se
realizo´ la transferenca a 20V por 12 horas. Para el ensayo de inmunodeteccio´n
(Western Blot) se siguio´ el protocolo que se describe a continuacio´n:
1. Bloqueo de la membrana por 2 horas con buffer L-TBST (Leche 5%,
Tris-HCl 20mMpH7,5, NaCl 150mM y Tween 20 0,1%v/v).
2. Incubacio´n durante 1 hora con el anticuerpo primario Anti-Tioredoxina
de rato´n (invitrogen) en L-TBST (1 : 3000) para la deteccio´n del Tag
tioredoxina de las prote´ınas recombinantes.
3. Incubacio´n durante 1 hora con el anticuerpo secundario Anti-IgG biotini-
lado de rato´n (invitrogen) en L-TBST (1 : 3000).
4. Incubacio´n durante 30min. Con Streptavidina-Fosfatasa Alcalina (Prome-
ga) en TBST (1 : 3000).
Entre cada incubacio´n se realizaron 3 lavados sucesivos de 10min con el res-
pectivo buffer de incubacio´n. Finalmente las prote´ınas fueron detectadas con los
sustratos cromoge´nicos BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato) y NBT (Nitroa-
zul tetrazolium) (Promega) para la Fosfatasa Alcalina en el buffer del sustrato
(Tris-HCl 100mMpH9,0, NaCl 150mM , MgCl2 1mM).
Evaluacio´n de solubilidad de prote´ınas recombinantes
Para establecer la fraccio´n celular en la cual se encontraba la prote´ına recom-
binante, se realizo´ la induccio´n de prote´ınas a mayor escala en las condiciones
descritas en el numeral anterior hasta el tiempo o´ptimo establecido. Se inocu-
laron 5mL de medio l´ıquido LB/Amp con una muestra del clon recombinante
mantenido a −70oC. Despue´s de 12 horas de crecimiento a 37oC y agitacio´n
a 250rpm se realizo´ una dilusio´n 1 : 50 para 50mL de medio LB/Amp y se
mantuvo el crecimiento hasta la fase exponencial (0,6U absorbancia a 600nm).
Posteriormente se realizo´ la induccio´n de la s´ıntesis de prote´ınas con IPTG a
una concentracio´n de 1.5µM y se mantuvo la temperatura y agitacio´n hasta el
tiempo o´ptimo de induccio´n establecido (4 horas).
Una vez terminada la induccio´n el cultivo se centrifugo´ a 14000rpm por
10min, el precipitado de bacterias se resuspendio´ en buffer de lisis (NaCl 0.5
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M, buffer fosfatos pH7,820mMNaH2PO4) y se adiciono´ lizosima a una con-
centracio´n de 1mg/mL por 20min a 4oC con agitacio´n; finalmente se separo´ la
fraccio´n soluble por centrifugacio´n a 12000rpm durante 10min.
Tanto el precipitado como el sobrenadante fueron analizados por SDS-PAGE
yWestern Blot bajo las mismas condiciones con las que se estrablecio´ la presen-
cia de las prote´ınas recombinantes. Para esto el precipitado se resuspendio´ en
buffer muestra 1X por calentamiento a 95oC durante 10min y la fraccio´n soluble
en buffer 6X y calentamiento.
La solubilizacio´n de los cuerpos de inclusio´n se realizo´ incubando el pellet
por 1h con agitacio´n a 4oC con 400µL de solucio´n de Deoxicolato (deoxicolato
1%, Tris-HCl 40mM pH 8, NaCl 100mM). Se separo´ el pellet del sobrenadante
por centrifugacio´n a 14000 rpm por 10 min. El sobrenadante fue analizado por
SDS-PAGE y Western Blot . El pellet fue resuspendido nuevamente y tratado
con el mismo procedimiento de solubilizacio´n para obtener el segundo y tercer
sobrenadante. los tres extractos fueron dialisados en buffer de dialisis (Tris-HCL
50mM, EDTA 0.5mM).
Siguiendo el mismo procedimiento de lisis y solubilizacio´n de cuerpos de
inclusio´n se trato´ un cultivo de ce´lulas de E. coli BL21 One Shot TM (Invitrogen)
que carecen del pla´smido.
Cuantificacio´n de prote´ına. Me´todo Bradford La cuantificacio´n de prote´ına
total en los extractos fue realizada usando el me´todo de Bradford [11]. Para
ello se prepararon cinco patrones de 0.00 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.50 mg/mL,
0.75 mg/mL, 1.00 mg/mL (esta´ndares de calibracio´n) para la construccio´n de
la curva de calibracio´n, a partir de una solucio´n patro´n de albu´na se´rica bovina
(BSA) 1.00 mg/mL.
A 980µL de reactivo de Bradford filtrado (Coomassie brillant blue G-250
0.1mg/mL, 8.5% a´cido ortofosfo´fico) se adicionaron 20µL de NaCl 0.15M y se
ajusto´ el cero de absorbancia a 595nm con este esta´ndar de referencia. 20µL
de cada esta´ndar de calibracio´n fueron adicionados a 980µL y se procedio´ a
la lectura de absorbancia a 595nm de cada solucio´n en un espectrofoto´metro
Spectronic Genesys 5 Mylton Roy. La curva de calibracio´n fue construida con
los valores netos de absorbancia 595nm de los esta´ndares de calibracio´n en el
eje Y y la concentracio´n de prote´ına (µg de proteina/µL) en el eje X
Una vez obtenida la curva de calibracio´n, se procedio´ de forma similar con
20µL de cada uno de los extractos prote´icos que fueron adicionados a 980µL de
reactivo de Bradford y tomada la lectura de absorbancia a 595nm. Las concen-
traciones de cada extracto fueron interpoladas de la curva de calibracio´n.
5.2.4. Ensayos de Actividad
La evaluacio´n de la capacidad de la prote´ına GlOTU recombinante desde
el extracto total de E. coli BL21 (DE3) de hidro´lizar Ub-AMC se realizo´ por
medida de fluorescencia a 460nm emitida por el AMC liberado despues de la
hidro´lisis.
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La reaccio´n de hidro´lisis se llevo´ acabo en un volumen total de 200µL en una
placa oscura de 96 pozos (Corning Inc.) con 19 µg de prote´ına de los extractos
totales de E. coli BL21 (DE3) y de E. coli BL21 (DE3) recombinante. A cada
al´ıcuota de extracto prote´ico a anlizar se le adiciono´ DTT desde un stock de
100mM para una concentracio´n final de DTT en la al´ıcuota de 50mM (Fig 5.6).
El extracto prote´ico se incubo´ durante 10 minutos con buffer de reaccio´n
(50mM Tris pH 8, 50mM DTT, 50µg/mL de BSA, 50mM EDTA) a tempe-
ratura ambiente. 2µL del sustrato Ub-AMC (BACHEM ) fueron adicionados a
cada reaccio´n, se agito´ por pipeteo 6 veces he inicio´ la lectura de punto final de
la reaccio´n en la placa.
Los datos fueron colectados en un lector de placa BioTek FLx800 Fluo-
rescence Microplate Reader con la ayuda del software controlador del equipo
KCjuniorTM tomando medidas cada 30 segundos. Los para´metros utilizados
en la corrida se muestran en la siguiente tabla:
Figura 5.5: Para´metros para la adquisicio´n de datos de fluorescencia emitida en el
equipo BioTek FLx800
Para el ensayo de actividad se evaluo´ la emisio´n de fluorescencia del sustrato
Ub-AMC en el buffer de reaccio´n (Control Negativo), se evaluo´ la emisio´n con
el extracto prote´ico de E. coli BL21 (DE3) obtenido por lisis celular bajo las
mismas condiciones que el extracto con la prote´ına GlOTU recombinante de
la forma ya descrita (Control de Background E. Coli) y se utilizo´ un extracto
de Giardia intestilalis WB clon 6 disponible en el laboratorio como Control
Positivo. Las reacciones fueron realizadas de acuerdo a la siguiente tabla 5.6
Figura 5.6: Disen˜o del ensayo de actividad sobre Ub-AMC 24µM en un volumen total
de reaccio´n de 200µL y con 19 µg de prote´ına total. Se adiciono´ DTT a cada
reaccio´n para una concentracio´n final de 50mM en cada reaccio´n
6. RESULTADOS Y DISCUSIO´N
6.1. Estudio Bioinforma´tico del sistema de Ubiquitinacio´n usando
el HMM en Giardia intestinalis
La clasificacio´n de prote´ınas de acuerdo con su estructura primaria ha llevado
a la generacio´n de grupos de prote´ınas definidos por dominios, motivos o familias
que sugieren la funcio´n que e´stas desempen˜an en la ce´lula. Dicha clasificacio´n
asume el uso de robustos modelos matema´ticos, tal como trabajan bases de
datos como PFAM [23], de la cual obtuvimos los perfiles de Modelos Ocultos
de Markov (HMM ) que representan grupos de prote´ınas construidos a partir
de alineamientos mu´ltiples de secuencias. Estos perfiles HMMs fueron usados
para la bu´squeda e identificacio´n de las secuencias pertenecientes a la cascada
enzima´tica de sen˜alizacio´n con ubiquitina, por ser una metodolog´ıa muy sensible
y certera para la identificacio´n de secuencias con homolog´ıa limitada dentro de
grandes bases de datos como es el genoma de Giardia intestinalis que tiene un
taman˜o de 12Mb [59] y se encuentra actualmente disponible dentro de la base
de datos del GenBank y de giardia.org (http://GiardiaDB.org).
Los procesos relacionados con la v´ıa de sen˜alizacio´n por ubiquitina involu-
cran, familias de prote´ınas con dominios y motivos que se han descrito como
exclusivos de esta v´ıa. Entre ellas podemos encontrar diferentes prote´ınas con
motivos de asociacio´n a ubiquitina que interactu´an de forma directa y no co-
valente con ella [26] as´ı como de prote´ınas o multicomplejos de prote´ınas que
ejercen su funcio´n actuando sobre la ubiquitina de forma indirecta.
Muchas de las prote´ınas implicadas en esta v´ıa no presentan altos porcen-
tajes de identidad en secuencia de aminoa´cidos debido a la especificidad de los
sustratos que reconocen y a su participacio´n eventual en otros procesos intrace-
lulares diferentes a la ubiquitinacio´n [25]. Por tal razo´n estas prote´ınas fueron
identificadas in silico en este trabajo por la presencia de residuos caracter´ısti-
cos en su secuencia de aminoa´cidos utilizando bu´squedas bioinforma´ticas con
el modelo estad´ıstico Modelo Oculto de Markov (HMM ) implementado en el
software HMMER [17] sobre Linux-GNU Debian.
Para la identificacio´n de las secuencias en el genoma se realizo´ el ca´lculo
de la probabilidad de cada ORFs (disponibles en giardia.org como la traducio´n
a secuencia de aminoa´cidos) de ser emitido por cada uno de los 220 perfiles
HMM descargados de la base de datos de PFAM . Este ca´lculo se realizo´ con
el algoritmo de Viterbi implementado en hmmsearch del paquete de software
HMMER con los para´metros por defecto; esto incluye un valor de corte para los
resultados con E-value de 10, sin embargo para el ana´lisis de los resultados solo
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tuvimos en cuenta las secuencias identificadas con valores de E-value mayores
a 0.01, sin descartar las secuencias con valores de E-value entre 0,01 y 10 en la
presentacio´n de los resultados.
Identificadas en Giardia las secuencias con cada uno de los perfiles HMM y
agrupadas de acuerdo a la clasificacio´n de los perfiles con la ayuda del LINUX
Bash script disen˜ado podemos ver individualmente las familias de prote´ınas en
la v´ıa de sen˜alizacio´n, su funcio´n y su relacio´n con la posicio´n evolutiva de
Giardia.
Los resultados de las prote´ınas encontradas se clasificaron en los siguientes
grupos (Figura 6.1)
Figura 6.1: Clasificacio´n de los perfiles relacionados con Ubiquitina en siete grandes
grupos dentro de la v´ıa de sen˜alizacio´n con Ubiquitina. El mapa con-
ceptual fue construido con el software Freemind.source, el mismo con
el que el LINUX Bash script reporta los resultados. Para ver el mapa
completo ver informacio´n suplementaria Figura S1.
1. El primer grupo: Contiene los genes que codifican proteinas ubiquitina
de fusio´n: En este grupo identificamos dos genes en Giardia, un gen L40
ribosomal [27] y un gen Ubiquitina Ribosomal S27 reportados previamente
[14].
2. El grupo de Enzimas Activadoras de ubiquitina: Un primer gen que se
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identificado con el perfil UBA e1 C exclusivo para enzimas E1, un segun-
do gen con gran homolog´ıa a E1-like SUMO ; ambas secuencias corespon-
den a las secuencias reportadas antes por el laboratorio [27], y como nuevo
encuentro 2 genes MoeB identificados con el perfil DUF933 (PF02100 ).
La relevancia de este nuevo encuentro esta´ en que las prote´ınas MoeB
esta´n involucradas en la incorporacio´n de sulfuro en bacterias [52] y de
acuerdo a Iyer y sus colaboradores[38] se postulan como enzimas activa-
doras E1 ancestrales en bacterias, poniendo de manifiesto la divergencia
temprana de Giardia que posiblemente la hara´ poseedora del sistema de
incorporacio´n de sulfuro con MoeB caracter´ıstico de bacterias y el sistema
de Ubiquitinacio´n caracter´ıstico de eucariotes.
3. El grupo de las enzimas conjugadoras de ubiquitina (E2): Los perfiles que
hacen parte de este grupo identifican 11 genes reportados previamente en
la base de datos del Genbank para Giardia.
Figura 6.2: Clasificacio´n de los perfiles relacionados con enzimas ubiquitina ligasas
E3 de la v´ıa de degradacio´n UbP. El mapa conceptual fue construido
con el software Freemind.source, el mismo con el que el LINUX Bash
script reporta los resultados. Para ver el mapa completo ver informacio´n
suplementaria Figura S1.
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4. El cuarto grupo, las ubiquitina-ligasas (E3): Las enzimas E3 son claves
en la seleccio´n de la prote´ına a degradar lo que hace que este grupo de
enzimas sea el ma´s amplio y diverso, debido a la extraordinaria diversidad
de sustratos dentro de la ce´lula. Nuestro laboratorio [27] reporto´ un total
de 4 secuencias para Giardia, lo que contrasta con las 80 secuencias E3
encontradas en este trabajo. Esta diferencia en el nu´mero de enzimas E3
esta´ relacionado con el me´todo bioinforma´tico utilizado, ya que el algorit-
mo tBLASTn utilizado en el reporte de Gallego[27], es un algoritmo de
alineamiento local que busca secuencias de forma muy r´ıgida; su metodo-
log´ıa de bu´squeda no permite grandes variaciones en los patrones a lo largo
de la secuencia, lo que lo hace un me´todo poco u´til para la identificacio´n
de homo´logos remotos (secuencias con porcentajes de identidad inferiores
al 25%). Contrario al anterior el software HMMER es de gran utilidad ya
que las enzimas E3 se caracterizan por contener zonas dentro su secuencia
de gran divergencia y zonas con residuos espec´ıficos muy conservados ubi-
cados en los sitios catal´ıticos que son reconocidos por los perfiles HMM.
Las enzimas E3 (Figura 6.2) se dividen en tres familias[67]. La primera fa-
milia son las ligasas HECT (Homologous E6-AP C-terminal): Estas sirven
como adaptadores entre el sustrato y una enzima E2 espec´ıfica. En Giar-
dia, identificamos 5 genes HECT, cuatro de ellos no han sido reportados
previamente. La segunda familia de enzimas E3 son las RING FINGER
(Really Interesting New gene) las cuales no tienen funcio´n catal´ıtica direc-
ta, si no que actu´an como facilitadores de la interaccio´n entre la enzima
E2 y el sustrato [67]. Las prote´ınas RING finger se subdividen a su vez
en:
a. Ring Finger simples de reconocimiento espec´ıfico, de las cuales iden-
tificamos 52 genes; 24 de los cuales permanecen au´n como prote´ınas hi-
pote´ticas dentro de la base de datos del Genbank. La identificacio´n de
estas secuencias amplia la visio´n que se ten´ıa inicialmente con el reporte
de Gallego[27], ya que sugiere un nu´mero ma´s amplio de sustratos es-
pec´ıficos que son ubiquitinados en G. intestinalis; de esta forma la futura
identificacio´n de sustratos de las secuencias identificadas o de los proce-
sos celulares en los que esta´n implicadas guiara´ a la identificacio´n de los
procesos regulados por la degradacio´n espec´ıfica a trave´s del sistema UbP.
Adicionalmente la amplia distancia evolutiva de esta familia de enzimas
representa la posibilidad de nuevos blancos terape´uticos, ya que muchas
de estas enzimas carecen de orto´logos en mamı´feros.
b. Ring Finger multicomponente de las que no encontramos ninguna
secuencia con nuestra metodolog´ıa, probablemente porque este tipo de
sen˜alizacio´n ha aparecido en eucariotes ma´s tard´ıamente en la evolucio´n y
aunque en Giardia se identificaron un gran nu´mero de genes con dominios
de interaccio´n prote´ına-prote´ına presentes en F-box, BTB, SOCS y VHL
[80], estos dominios tienen funciones en un gran nu´mero de prote´ınas di-
versas en la ce´lula y no son indicativos concluyentes de la presencia de
E3-multicomponentes.
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La tercera familia de enzimas E3 son las U-box ; de igual forma que las
E3 RING son facilitadoras de la interaccio´n entre E2 y el sustrato, sin
embargo en Giardia intestinalis no identificamos E3 del tipo U-box, que se
conoce U-box esta´n estructuralmente relacionados con las Ring finger [32].
5. El quinto grupo, las enzimas deubiquitinadoras (DUB). El subgrupo de
las enzimas deubiquitinadoras DUBs se clasifica en ocho subclases [61, 38]
como se observa en la figura 6.1. De esta familia identificamos un total de
12 genes DUBs, 3 de los cuales no han sido reportados previamente. En
Giardia encontramos que la familia UCH -hidrolasas de ubiquitina que
se muestran como una familia de prote´ınas estrechamente relacionadas en
secuencia de aminoa´cidos- no identifica ningu´n orto´logo, probablemente
por que el para´sito no requiere la hidro´lisis de pequen˜os pe´ptidos a trave´s
de esta v´ıa de degradacio´n que es la funcio´n que ha sido caracterizada para
las enzimas UCH. Por otro lado, la familia OTU (contrario a lo reportado
por Ponder [63] si posee un orto´logo dentro del genoma de Giardia, que
contiene los residuos caracter´ısticos de su sitio activo (como se explica con
ma´s detalle en la siguiente seccio´n). Este encuentro es la segunda secuencia
OTU identificada in silico en un protozoario despue´s del reporte de [64]
durante el an˜o pasado paralelo al desarrollo de nuestro trabajo. Esta se-
cuencia fue seleccionada para realizar una corroboracio´n experimental por
tres razones importantes: La primera, por que representa el l´ımite entre
las secuencias que no logra identificar BLAST pero que si logra identifi-
car el HMM (E − value10−3). Segundo, por que actualmente contamos
con un sustrato comercial para enzimas Deubiquitinadoras que nos permi-
tira´ hacer un ensayo exploratorio de actividad DUB en el orto´logo OTU
identificado en G. intestinalis llamado por este trabajo GlOTU. Y tercero
por que este ensayo experimental constituye la primera evidencia in vitro
de actividad OTU no solo en Giardia si no en protozoarios en general.
6. El sexto grupo, son los componentes del Proteosoma: 22 prote´ınas fueron
identificadas en Giardia intestinalis con los perfiles HMM clasificados en
este grupo. De estas secuencias dos fueron identificadas con el motivo PCI,
un motivo presente en la regio´n N-terminal de los componentes del pro-
teosoma [37] y hasta el momento permanecen sin reporte en el Genbank
de estas 22 secuencias se identifico´ un homo´logo de Rpn10 una prote´ına
esencial en el proteosoma para la identificacio´n de los sustratos ubiquiti-
nados que van a ser degradados [30, 36] que hasta el momento no han sido
reportada en el GenBank.
7. Prote´ınas de reconocimiento de unio´n a Ubiquitina: Este grupo se subdi-
vidio´ en dos: Primero. De reconocimiento de prote´ınas poliubiquitinadas
a trave´s de la prote´ına Cdc48 y segundo las prote´ınas de unio´n a ubu-
quitina. Las prote´ınas poliubiquitinadas que van a ser degradadas por el
proteosoma pueden ser reconocidas por el complejo Cdc48-Ufd1-Npl1 [7].
Nosotros identificamos homo´logos de las tres prote´ınas que hacen par-
te del complejo de Cdc48 . Cdc48 es un componente central del sistema
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UbP, es una prote´ına altamente conservada en eucariotes perteneciente a
la familia de las AAA ATPasas, esta prote´ına contiene dos dominios AT-
Pasa altamente conservados y un dominio N-terminal caracter´ıstico de la
familia Cdc48. Banerjee [5] reporto´ in silico la secuencia XP 001708360
como Cdc48 en Giardia usando alineamientos locales , lo que contrasta
con nuestros resultados que muestran a XP 001704687 como la secuen-
cia orto´loga a Cdc48, una secuencia que contiene los dos dominios AAA
ATPasa y el dominio caracter´ıstico N-terminal Cdc48, que no contiene
el reporte previo de Cdc48 en Giardia. De las prote´ınas con dominios de
unio´n a ubiquitina, el perfil UBA identifica 5 secuencias en Giardia, la pri-
mera es una secuencia DUB ya clasificada como enzima deubiquitinadora
y 4 son prote´ınas sin reporte hasta el momento en el GenBank, el perfil
Ubiq associate identifica la cadena pesada de la Clatrina en Giardia, indi-
cando posiblemente que el reconocimiento de las prote´ınas ubiquitinadas
involucradas en el ensamblaje y des-ensamblaje de la Clatrina en Giardia
se hace directamente por la cadena pesada diferente a lo reportado en
otros organismos [8] que poseen un sistema de reconocimiento entre los
receptores ubiquitinados y la Clatrina. Encontramos tambie´n, un dominio
postulado para asociacio´n con ubiquitina, Tioredoxin [38] que identifica
10 secuencias con homolog´ıa en Giardia, tres de las cuales son prote´ınas
hipote´ticas, es decir secuencias de prote´ınas derivadas de la traduccio´n de
los seis marcos de lectura del ADN y que se encuentran dentro de la base
de datos de EST.
8. Finalmente tenemos el grupo de los modificadores ubiquitina-relacionados
de los cuales fueron identificados los siguientes sistemas de sen˜alizacio´n:
Sen˜alizacio´n por la prote´ına SUMO con seis componentes (Secuencias
orto´logas), dos de los cuales no han sido reportados previamente, Segundo
sen˜alizacio´n por Urmilizacio´n con la identificacio´n del modificador previa-
mente reportado [63, 14], y tercero la degradacio´n de tipo lisosomal con
6 componentes (secuencias orto´logas) todos sin reportes previos. Aunque
identificamos algunos de los procesos ubiquitina-relacionados, para otros
como la autofagia y la Neddilacio´n no se identificaron orto´logos de las
secuencias ma´s caracter´ısticas de estos sistemas en Giardia.
Los estudios del sistema UbP han dado luces sobre la degradacio´n es-
pec´ıfica de prote´ınas en este para´sito. En 1994 Krebber [47] basado en sus
encuentros postulo´ al sistema de ubiquitinacio´n de prote´ına en Giardia
como un sistema basal adquirido, sin embargo de nuestro trabajo junto
con otras evidencias publicadas podemos sugerir que Giardia intestinalis
a pesar de ser uno de los eucariotes ma´s primitivos [73] posee toda una
infraestructura molecular para la realizacio´n de la degradacio´n espec´ıfica
de prote´ınas tal como sucede en altos eucariotes.
Aunque actualmente diferentes bases de datos de organismos modelos, desa-
rrollan ana´lisis de secuencias de prote´ınas y generan tablas de asociaciones entre
los supuestos productos ge´nicos y los te´rminos GO (Gen Ontology) [31]; estas
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asociaciones se realizan en grandes grupos, como es el caso de la base de datos
de GO que aunque es un excelente recopilacio´n y organizacio´n que provee un
vocabulario controlado que describe el gen y los atributos del producto ge´nico
en cualquier organismo; no cuenta con una la clasificacio´n detallada de las sub-
familias de prote´ınas que participan en la cascada enzima´tica del mecanismo
de Ubiquitinacio´n, a citar el caso de las enzimas Ubiquitina ligasas (E3 ) en las
que encontramos en GO un gran grupo que tiene clasificados tres perfiles HMM
( HECT, zf-UBR y U-box ) contrastado con lo reportado en nuestro trabajo.
Adicionalmente dentro de la base de datos de GO actualmente no se puede rea-
lizar miner´ıa de datos sobre el genoma de Giardia intestinales ya que no es un
genoma que se encuentre incluido en esta base de datos.
6.2. Ana´lisis Bioinforma´tico del orto´logo OTU en Giardia
intestinalis (GlOTU)
Por razones del tiempo del investigacio´n que conlleva la verificacio´n experi-
mental de la totalidad de las secuencias identificadas en este trabajo optamos
por seleccionar una u´nica secuencia para la exploracio´n experimental de la acti-
vidad enzima´tica, a la cual se le realizo´ una ana´lisis bioinforma´tico ma´s detallado
con la identificacio´n de los residuos activos y la prediccio´n de la estructura ter-
ciaria. La secuencia seleccionada fue la secuencia orto´loga a la familia OTU
identificada en Giardia que para este trabajo fue denominada GlOTU.
La secuencia del genoma completo de Giardia se distribuye en 306 contigs.
La totalidad de los genes, los resultados del transcriptoma y los conjuntos de in-
formacio´n de expresio´n prote´ica se encuentran disponibles para su ana´lisis desde
una sola plataforma aplicativa el Eukaryotic Pathogen DataBase (EuPathDB:
http://EuPathDB.org) en GiardiaDB [3]. El grupo de investigacio´n de la Doc-
tora J. Kissinger de la Universidad de Georgia-USA en EupathDB ha disen˜ado
un sistema de bu´squedas basado en jerarqu´ıas[3] que facilita la miner´ıa de datos
en el genoma de Giardia, que fue usado en este trabajo para la consulta de
evidencias del Gen GlOTU.
El primer filtro para la base de datos de EupathDB es el que nos define el
conjunto de partida, esto es el conjunto total de genes reportados para Giar-
dia donde obtenemos un total de 9747 secuencias con caracter´ısticas de genes
(ORFs) que conforman el genoma de Giardia. A continuacio´n filtramos estos
resultados para obtener u´nicamente las secuencias que tienen evidencia de EST
obteniendo un total de 4499. El siguiente filtro fue la evidencia de transcrito
reportado por ana´lisis SAGE Tag ; donde obtenemos 4499 secuencias que cum-
plen con la condicio´n de tener evidencia EST y evidencia de trascrito en todos
los estadios del para´sito, Trofozoito, quiste, proceso de enquistacio´n, proceso
de exquistacio´n. La evidencia de Prote´ına en el para´sito de cada gen se filtra
con la base de datos de espectrometr´ıa de masas con el que obtenemos 1121
secuencias de los 4499 genes que llevamos hasta el momento. Y finalmente una
u´nica secuencia que cumple con el perfil HMM de la base de datos de PFAM
OTU (PF02338); que retroalimentando tiene evidencia EST, tiene evidencia de
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transcrito en todos los estadios del para´sito y cuenta con evidencia de la pro-
te´ına expresada por espectrometria de masas. A continuacio´n se muestran los
resultados de estas evidencias para el gen GlOTU, reportado actualmente en la
base de datos de Giardia (GL50803 88556 ) y en el Gen Bank (XP 001708900 )
como Hypothetical protein.
En detalle las evidencias disponibles para la secuencia GlOTU son:
Contexto geno´mico - ORFs
El gen deGlOTU es codificado por la hebra antisentido Contig AACB0200005
como lo muestra la figura 6.3 (barra roja, entorno amarillo) entre los nucleo´tidos
187582 188568.
Figura 6.3: Contexto geno´mico del gen GlOTU en el genoma de G. intestinalis.
Figura tomada de http://beta.giardiaDB.org
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Transcrito - SAGE Tag
De acuerdo a los reportes de SAGE Tag se evidencia transcrito de GlOTU
en todos los estadios del para´sito con diferentes niveles como lo muestra la figura
6.4.
Figura 6.4: Niveles de transcrito primario del gen GlOTU de acuerdo a los datos
reportados en Giardia.org desde SAGE tag. Para la construccio´n de la
gra´fica se tomaron los datos de http://giardiadb.org/giardiadb
Estos resultados reportados en GiardiaDB muestran como el para´sito cuenta
con mayor cantidad de transcrito durante el estadio de quiste del para´sito; lo
se podr´ıa sugerir que como un mecanismo de ahorro energe´tico en este estadio,
donde el para´sito se encuentra en un medio donde escasean los nutrientes, de
esta forma el requerimiento de la actividad DUB de GlOTU ; comparado con
el estadio de trofozoito, es probablemente mayor, ya que el proceso de deubi-
quitinacio´n de prote´ınas marcadas es una forma de regular negativamente la
degradacio´n prote´ıca a trave´s de la via UbP ; un proceso energe´ticamente muy
costoso para la ce´lula.
Al iniciar el trabajo uno de los objetivos fue evaluar experimentalmente la
presencia o ausencia de transcrito de GlOTU en ARN de trofozoitos, sin em-
bargo los resultados de transcrito anteriormente mencionado hacen innecesaria
la realizacio´n experimental de un ana´lisis recientemente reportado en la versio´n
v1.1 del proyecto genoma de Giardia en Mayo de este an˜o.
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Prote´ına -Espectrometr´ıa de Masas
La secuencia GLOTU cuenta con una evidencia experimental de espectro-
metr´ıa de masas en trofozoitos [3] como lo muestra la figura 6.5. Tres pe´ptidos
son reportados: el primero ubicado en las posiciones 57 -73 en la secuencia de
aminoa´cidos [TAMDNEIIER], el segundo, ubicado en el dominio OTU predicho
para GlOTU en las posiciones 266-270 [TEAMGDELECSVAAK] , y el tercero ubica-
do tambie´n en el dominio OTU en las posiciones 286-297 [IHLLTPDDVR] lo que
evidencia la expresio´n de la prote´ına en el estadio de trofozoito.
Figura 6.5: Representacio´n gra´fica de la ubicacio´n de los pe´ptidos reportados en
espectrometr´ıa de Masas
6.2.1. Clasificacio´n en la base de datos de MEROPS
MEROPS, es una base de datos administrada por instituto Sanger que al-
macena informacio´n sobre prote´ınas peptidasas e inhibidores de peptidasas [66].
Esta base de datos clasifica las peptidasas en clanes por tipo de cata´lisis y por
estructura terciaria [6], y asocia nuevas prote´ınas a cada clan por homolog´ıa, de
acuerdo a semejanzas estad´ısticamente significativas en secuencias de aminoa´ci-
dos. Una de las ventajas de la bu´squeda en esta base de datos es la ubicacio´n
de los residuos activos de la secuencia Query (GlOTU ) ya que las secuencias
que hacen parte de esta base de datos (Sbject) ya cuentan con este reporte.
Al escanear esta base de datos usando alineamientos locales con la secuencia
GlOTU como pregunta; se ubico´ la secuencia GlOTU dentro del clan C88 es-
pec´ıficamente con el grupo OTU1 (aunque como se esperaba con valores de
E-value por debajo de 10−5). Los sitios activos dentro de GlOTU fueron indi-
cados por el servidor (por alineamientos locales) como se indica en la figura 6.6
y se encuentran dentro del dominio OTU [207 Cys y His 323 ].
La ubicacio´n de estos residuos en la estructura primaria y ma´s importante
en la estructura tercia es de vital importancia para sugerir (in silico) a GlOTU
como una prote´ına con posible la actividad enzima´tica DUB antes de realizar
ensayos experimentales ya que estos dos residuos (207 Cys y His 323 ) son los que
participarian de forma directa en la hidro´lisis de la ubiquitina desde diferentes
sustratos como lo muestra la figura 6.7 en mecanismo de cata´lisis propuesto por
[12].
6.2.2. Prediccio´n de la estructura terciaria de GlOTU
El ana´lisis de estructuras en 3D es un campo ma´s antiguo que el del ana´lisis
de secuencias. La prediccio´n de estructura de una prote´ına actualmente au´n es
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Figura 6.6: Resultado de escanear la secuencia GlOTU en la base de datos de ME-
ROPS. Software, BLASTp, matriz de sustitucio´n BLOSUM64
Figura 6.7: Mecanismo de reaccio´n propuesto por [12] para las enzimas DUB con la
diada catalitica Cys-His.
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considerado uno de los problemas ma´s complejos; sin embargo se han realiza-
do diversos acercamientos desde tres metodolog´ıas: Primero, comparacio´n por
homolog´ıa, segundo threading y tercero, Ab initio.
La prediccio´n del plegamiento de prote´ınas con te´cnicas de threading en bio-
informa´tica es un me´todo originalmente desarrollado para reconocer pares de
prote´ınas que no posean similaridades obvias pero que si muestran un plega-
miento similar. Este me´todo es entonces de gran utilidad para la prediccio´n de
la estructura terciaria de prote´ınas con bajos porcentajes de identidad entre la
secuencia problema y las secuencias de estructura 3D conocidas [68] cuando no
es posible aplicar te´cnicas de Modelado por comparacio´n.
La te´cnica de threading, se basa en superponer la secuencia problema sobre
la estructura de diferentes prote´ınas cuya estructura es conocida, para evaluar
como se encaja en cada uno de ellos. Por encajar se entienden cosas diferen-
tes segu´n el software que implementa la te´cnica de threading : Coincidencia de
estructura local, Accesibilidad o energ´ıa de solvatacio´n similares, entre otros
[53].
Actualmente existen diferentes software que implementan esta metodolog´ıa
entre ellos: 3D PSSM, Fugue, HHpred (que compara HMM-HMM ), Libelula
(basado en redes neuronales), LOOPP, SAM T02 (basado en perfiles HMM ).
La secuencia GlOTU que se quiere evaluar en este trabajo es, una secuencia
con homolog´ıa del 26% con respecto a sus orto´logos. Una consulta en las bases
de datos nr (GenBank) con el software BLAST o FASTA (alineamientos de
tipo local y matrices de sustitucio´n) resulta en el encuentro se secuencias con
valores de score no significativos (< 10−5), y una bu´squeda con el software PSI-
BLAST que resulta ma´s sensible que BLAST (aunque con las desventajas que se
mencionaron en el marco teo´rico) no logra identificar secuencias relacionadas con
la familia OTU. Esto significa que si utilizamos metodolog´ıas que incluyan el uso
de este tipo de bu´squeda de homo´logos el resultado ser´ıa una estructura predicha
que no esta relacionada con la secuencia OTU. Por esta razo´n es necesario usar
una metodolog´ıa de threading compatible con la metodolog´ıa con la que fue
identificada la secuencia GlOTU en Giardia, esto es el uso del Modelo Oculto
de Markov.
Este software SAM T02 obtiene la estructura terciaria siguiendo la secuencia
de pasos descrita en materiales y me´todos; lo que es importante anotar es que la
estructura final de la prediccio´n no proviene de una u´nica estructura reportada,
proviene del ensamble de diferentes fragmentos (libreria de fragmentos).
La construccio´n de la librer´ıa de fragmentos para ensamblar la estructura
terciaria de GlOTU fueron usadas las secuencias descritas en la tabla 6.8. Co-
mo se puede observar en la tabla no todas las secuencias son prote´ınas del tipo
OTU ; que es una de las ventajas de esta metodolog´ıa de prediccio´n de estructu-
ra terciaria; y es que no se esta´ forzando a una secuencia primaria a adoptar la
estructura terciaria de una prote´ına dada (que es una forma de sesgar el resulta-
do de la prediccio´n) sino que se ensambla una estructura terciaria con diferentes
fragmentos de las prote´ınas que a nivel de estructura primaria y secundaria se
le parecen.
Finalmente la estructura terciaria ma´s probable probabilistica y energe´tica-
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Figura 6.8: Resumen de secuencias con homolog´ıa en secuencia primaria y secun-
daria de la librer´ıa de fragmentos para la prediccio´n de la estructura
terciaria de GlOTU. La segunda columna indica el nu´mero de secuen-
cias identificadas de cada organismo, la siguente columna el porcentaje
con respecto al nu´mero total de secuencias de la librer´ıa (142 secuen-
cias), la siguiente columna indica el nu´mero de secuencias anotadas
como OTU en cada organismo y la u´ltima columna indica el porcentaje
de secuencias anotadas OTU con respecto al total de secuencias en cada
organismo
mente obtenida por SAM T02 se muestra en la figura 6.9A. El archivo PDB
fue visulizado con el software PyMol (http://pymol.sourceforge.net/ ). La es-
tructura del Dominio OTU reportada por [61] en la figura 6.9B muestra cierta
similaridad con respecto a la ubicacio´n de los residuos activos predichos para
GlOTUCys207 y His323 que se encuentran enfrentados dentro de la estructu-
ra terciaria lo que estar´ıa de acuerdo con los requerimientos para efectuar su
actividad catal´ıtica segu´n [12] ratifica´ndonos la probable actividad enzima´tica
OTU de GlOTU.
Con estos resultados in silico que sugieren la probable actividad ezima´tica
de nuestro encuentro inicial con el LINUX Bash script de la secuencia GlOTU
iniciamos nuestro desarrollo experimental para la evaluacio´n de la actividad
enzima´tica de la secuencia.
6.3. Estudio Experimental GlOTU
6.3.1. Produccio´n de la prote´ına recombinante GlOTU
Disen˜o de primers y amplificacio´n por PCR
Para la produccio´n de la prote´ına recombinanteGlOTU fue necesario realizar
la amplificacio´n del gen por PCR usando la pareja de primers espec´ıficos que
fueron disen˜ados teniendo encuenta el marco de lectura de la prote´ına.
El disen˜o se realizo´ sobre la secuencia del ARN mensajero (mARN) y no so-
bre la secuencia de ADN para garantizar la amplificacio´n de la hebra codificante
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Figura 6.9: Estructura terciaria predicha in silico usando el Modelo Oculto de
Markov con matrices de doble emisio´n desde el servidor SAM-T02
(http://compbio.soe.ucsc.edu/HMM-apps/T02-query.html) [41, 42, 43,
45, 70, 46], la estructura predicha fue visualizada y editada con PyMol
(http://www.pymol.org).
(Antisentido) Figura 6.11.
En la secuencia del primer sentido se incluyo´ un sitio de reconocimiento
[CACC] para la enzima Topoisomerasa, cuya finalidad es direccionar la insercio´n
del amplificado en el vector de expresio´n PET Topo100 (invitrogen), que de
acuerdo a las especificaciones del fabricante es del 90%. Los primers disen˜ados
se describen en la Tabla 6.10.
Estos oligonucleo´tidos mostraron un porcentaje de G/C superior al 40% y
la formacio´n de pocos d´ımeros, condiciones suficientes para asegurar una alta
especificidad en la reaccio´n de PCR.
Bajo las mismas condiciones fue disen˜ado un primer sentido interno al gen
que amplifica un producto de 510pb codificante del dominio OTU de la pro-
te´ına como lo muestra la figura 6.11 y cuya finalidad fue la amplificacio´n de un
producto interno al gen por Nested-PCR. Los primers fueron sintetizados por
WMG-Biotech AG.
Figura 6.10: Secuencia de primers disen˜ados para amplificar el gen GlOTU
La amplificacio´n por PCR se realizo´ utilizando la enzima Pfx polimerasa por
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Figura 6.11: Ubicacio´n del dominio OTU, los residuos catal´ıticos a expresar desde
el respectivo fragmento del gen GLOTU amplificado con los primers
disen˜ados.
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su alta fidelidad, procesibidad y generacio´n de extremos romos necesarios para
la ligacio´n en el vector Pet Topo100 (Invitrogen).
Como se observa en la figura 6.12, la reaccio´n de amplificacio´n responde a
los cambios de temperatura de anillaje, aprecia´ndose una mayor inespecifici-
dad al aumentar en 2oC la temperatura de anillaje. Por ello, empleando una
temperatura de 50oC, 100ng de ADN geno´mico, 300µM de cada dNTP. 1.0
mM de MgCl2, 0,5µM de cada primer y 1U de enzima polimerasa, se obtuvo
el producto esperado de un taman˜o aproximado de 910pb sin la presencia de
inespecificidades como se evidencia en la figura 6.12.
Figura 6.12: Estandarizacio´n de condiciones de amplificacio´n por PCR. Visuali-
zacio´n gel de agarosa 1%. M:Ladder Marker 100pb, (50oC y 52oC)
Temperatura de anillaje.
La identidad del producto amplificado en la figura 6.12 fue corroborado por
Nested-PCR usando como plantilla el producto obtenido por PCR y el primer
interno sentido junto con el mismo primer externo con el que se obtuvo el
producto de la figura 6.12 sobre ADN geno´mico. El resultado como se observa
en la figura 6.13 es un u´nico producto acorde al taman˜o esperado de 507pb.
6.3.2. Clonacio´n en el vector PetTopo100
El producto amplificado por PCR se ligo´ al vector PET Topo100 por accio´n
de la enzima topoisomerasa provista en el kit. El vector linealizado se encontraba
unido a la Topoisomerasa I del virus Vaccinia a trave´s de un enlace covalente
entre el fosfato 3’ de la cadena 5’ - 3’ y el residuo tirosina 274 (Tyr-274 )
de la topoisomerasa y es circularizado cuando este enlace fosfotirosil entre el
ADN y la enzima es atacado por el extremo 5’ del inserto [CACC](Producto de
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Figura 6.13: Nested PCR usando el producto obtenido por PCR con una tempe-
ratura de anillaje de 50oC como plantilla
PCR) cuando la enzima lleva a cabo su funcio´n al reconocer la secuencia CACC
-adicionada en el primer sentido- Dando como resultado la ligacio´n del inseto y
la circularizacio´n del pla´smido.
Figura 6.14: Taman˜o de los productos de PCR esperados con cada pareja de Pri-
mers.
Una vez finalizada la ligacio´n se procedio´ a la transformacio´n de ce´lulas com-
petentes E. coli Top 10 (Invitrogen). La u´nica colonia con el pla´smido recom-
binante obtenida fue rastreada por PCR usando, primero, la pareja de primers
externos con los que obtuvimos un producto de 910pb aprox. como se esperaba
y segundo, la combinacio´n del primer sentido externo y el primer T7 reverso
(suplido por el kit) con el que obtuvimos un producto de 979pb aprox que nos
confirma la direcionalidad del inserto en el vector, (tabla 6.14) estableciendo
con estos resultados (figura 6.15A) que el fragmento de GlOTU se inserto´ en el
vectorPET Topo100 y se encuentra en la direccio´n 5’ - 3’ que corresponde al
marco de lectura correcto.
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Figura 6.15: Rastreo de la colonia recombinante y del pla´smido purificado por PCR
usando la enzima Tag Polimerasa. A Rastreo de la colonia de E. coli
Top10. M:ladder marker 100pb, Carril 1 Producto obtenido con el pri-
mer Sentido 1 y el primer T7 reverso provisto por el kit PET Topo100
(Invitrogen) con un taman˜o acorde con 979pb como se esperaba, Carril
2 producto obtenido con los primers Sentido 1 y Antisentido externos.
B. Rastreo del pla´smido purificado desde el clon positivo de E. coli
Top 10 PCR Carril 1 producto obtenido con el primer Sentido 1 y
Antisentido, Carril 2 Producto obtenido usando el primer Sentido 2 y
el Antisentido. M:ladder marker 100pb.
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6.3.3. Purificacio´n del ADN plasmı´dico
A partir de un cultivo del clon positivo de ce´lulas E. coli Top 10 en medio
LB/Amp se purifico´ el pla´smido recombinante del fragmento de GlOTU utili-
zando el kit UltraCleanTM Standard (MO BIO Laboratories, Inc.). El pla´smido
purificado se obtuvo en una concentracio´n de 136ng/µL de acuerdo a la cuan-
tificacio´n por lectura de absorbancia 280nm (0.109 U para una dilucio´n 1:25 )
en el espectrofoto´metro Spectronic Genesys 5 Mylton Roy.
Por otra parte se obtuvieron con la te´nica de PCR amplificados con la pareja
de primers externos al gen y con la pareja de primers internos del taman˜o
esperado de acuerdo a la tabla 6.14 como lo muestra la figura 6.15B; lo cual
da certeza de la identidad y especificidad del pla´smido recombinante purificado.
Teniendo en cuenta estos resultados se procedio´ a la transformacio´n de ce´lulas
E. coli BL21 (DE3) de expresio´n.
6.3.4. Induccio´n y deteccio´n de prote´ınas recombinantes.
La induccio´n de la expresio´n de la prote´ına GlOTU se llevo´ a cabo con IPTG
como se describio´ en la seccio´n de materiales y me´todos y se realizo´ el segui-
miento de la induccio´n para ce´lulas no recombinantes, ce´lulas transformadas no
inducidas -reprimiendo el promotor T7 con glucosa 1%- y ce´lulas transformadas
e inducidas.
Como se observa en los patrones electrofore´ticos SDS-PAGE de la figura
6.16A en la zona de 36kDa; que es el peso esperado de la prote´ına GlOTU
(36.6kDa) existen prote´ınas con una alta abundancia en la bacteria (Control
negativo E.coli Bl21 sin transformar, carril 9 y bacterias no inducidas, carril
7-8), hecho que dificulta ver la aparicio´n de una nueva sen˜al o un aumento
significativo en alguna de las sen˜ales de esta zona producto de la induccio´n -
carriles 2-6 -; sumado a esto, es posible que los niveles de expresio´n de GlOTU
no sean lo suficientemente altos como para sobresalir entre las prote´ınas del
mismo taman˜o en la bacteria, no siendo este un resultado concluyente de la
expresio´n de la prote´ına GlOTU recombinate en ce´lulas E. coli BL21 inducidas
con IPTG.
Para confirmar entonces la expresio´n de la prote´ına GlOTU se realizo´ la
deteccio´n por ensayos de Western blot usando como anticuerpo primario un
anticuerpo anti-tioredoxina que reconoce espec´ıficamente el tag de tiorredoxina
unido a la prote´ına recombinante. La reaccio´n ant´ıgeno- anticuerpo fue reve-
lada indirectamente con el sistema estreptavidina fosfatasa alcalina. Como se
observa en la figura 6.16B la prote´ına recombinante GlOTU se muestra como
una sen˜al a la altura de 36kDa aproximadamente -de acuerdo al marcador- que
se expresa transcurrida 1h de induccio´n con un nivel aparentemente constante
hasta las 12h. De acuerdo a este resultado como conclusio´n, la prote´ına GlOTU
recombinante se expresa bajo las condiciones experimentales empleadas.
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Figura 6.16: Deteccio´n de prote´ınas recombinantes por SDS-PAGE y ensayos Wes-
tern blot. A. Patrones electrofore´ticos SDS-PAGE al 12%. M: LMW
marker (Sigma); Ce´lulas recombinantes despue´s de 2: 0h de induccio´n;
3: 1h de induccio´n; 4: 2h de induccio´n; 5: 4h de induccio´n; 6: 12h de
induccio´n; Ce´lulas recombinantes no inducidas despue´s de: 7: 0h de re-
presio´n con glucosa 1%; 8: 4h de represio´n con glucosa 1%; 9: Ce´lulas
E. coli Bl21 sin pla´smido. B. Ensayo Western blot, 1: 0h despue´s de
induccio´n, 2: 1h de induccio´n; 3: 2h de induccio´n; 4: 4h de induccio´n;
5: 12h de induccio´n; 6: Ce´lulas recombinantes no inducidas despue´s de
4h de represio´n con glucosa 1%; 7: Control positivo prote´ına de 36,5
kDa.
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6.3.5. Evaluacio´n de solubilidad de prote´ınas recombinantes.
Para establecer la solubilidad de las prote´ınas recombinantes en condiciones
nativas, se realizo´ la lisis celular utilizando buffer de lisis y posterior accio´n de
la lisozima como se describio´ en la seccio´n de materiales y me´todos. Como se
aprecia en la figura 6.17, despue´s de la lisis celular se observa tanto en la fraccio´n
soluble sen˜al de la prote´ına GlOTU como en el precipitado donde se observa en
una mayor proporcio´n. La insolubilidad de la prote´ınas bajo las condiciones de
lisis celular utilizadas posiblemente se debe a la cantidad en la que se expresaron
lo cual pudo inducir a su almacenamiento en cuerpos de inclusio´n.
Figura 6.17: Solubilidad de prote´ınas recombinantes. Ensayo Western blot S: Pro-
te´ına soluble, P: Pellet.
Este resultado muestra la efectividad del procedimiento para la obtencio´n
de prote´ına GlOTU en la fraccio´n soluble; sin embargo se procedio´ a la solu-
bilizacio´n de los cuerpos de inclusio´n para lograr obtener mayor cantidad de la
prote´ına recombinante en la fraccio´n soluble.
6.3.6. Obtencio´n de prote´ına GlOTU recombinante soluble desde los cuerpos
de inclusio´n
La agregacio´n de prote´ınas es un feno´meno que aparece cuando las bacterias
se enfrentan a un estres celular, tal como sucede cuando nosotros las forzamos
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a producir la prote´ına GlOTU recombinante en concentraciones elevadas. La
solubilizacio´n de prote´ına desde los cuerpos de inclusio´n fue realizada por la
accio´n del detergente Deoxicolato (DOC ) a una concentracio´n del 1% con agi-
tacio´n a 4oC que permitio´ un aumento en la cantidad de prote´ına recombinante
en la fraccio´n soluble, que es ma´s notable en la tercera solubilizacio´n como lo
muestra la figura 6.18, este resultado muestra la efectividad de la solubilizacio´n
con DOC.
Para usar como control en los ensayos de actividad se realizo´ una lisis bajo
las mismas condiciones para un extracto de ce´lulas E. coli BL21 (DE3) que no
contiene el vector recombinante.
Figura 6.18: Obtencio´n de prote´ına GlOTU recombinante desde los cuerpos de in-
clusio´n, por solubilizacio´n con DOC 1%. A. tincio´n con Coomassie
brillant blue G-250; M: LMW marker (Sigma), 1: Primera solubiliza-
cio´n con DOC 1%, 2: Segunda solubilizacio´n con DOC 1%, 3: Tercera
solubilizacio´n con DOC1% . B. Ensayo Western blot con anti tiore-
doxina. 1: Pellet, 2: Primera solubilizacio´n cuerpos de inclusio´n con
DOC 1%, 3: Segunda solubilizacio´n de los cuerpos de inclusio´n con
DOC 1%, 4: tercera solubilizacio´n con DOC 1%
6.3.7. Cuantificacio´n de prote´ına. Me´todo de Bradford
Uno de los procedimientos ma´s simples para la cuantificacio´n de prote´ına en
solucio´n es el me´todo descrito por Bradford en 1976 [11] que se ha convertido en
el ma´s usado en biolog´ıa molecular, se basa en la absorcio´n de luz a 590nm de la
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forma anio´nica del azul de Coomassie brillant blue G-250 cuando se encuentra
unido a las prote´ınas.
Usando este me´todo se cuantificaron los extractos prote´icos obtenidos por
lisis con lizosima 1mg/mL y los extractos obtenidos por solubilizacio´n de los
cuerpos de inclusio´n con DOC 1%; estas u´ltimas muestras fueron dialisadas
con solucio´n de dia´lisis (Tris-HCl 50mM pH 8, EDTA 0.5mM) para eliminar la
interferencia del DOC en la cuantificacio´n. Las absorbancias y la concentracio´n
calculada se muestran en la tabla 6.19.
Figura 6.19: Resultado de la cuantificacio´n de los extractos prote´icos obtenidos por
lisis con lizosima y por solubilizacio´n de los cuerpos de inclusio´n. Los
datos fueron colectados en un espectrofoto´metro Spectronic Genesis 5
Mylton Roy
6.3.8. Ensayos de actividad con Ub-AMC
Adema´s de los sustratos para enzimas DUBs que han sido caracterizados in
vivo, como prote´ınas de fusio´n a ubiquitina, existen comercialmente disponibles
derivados conjugados a fluoro´foros que han sido ampliamente utilizados como
sustratos para ana´lisis bioqu´ımico de actividad DUB. Uno de los ma´s usados
actualmente es la Ub-AMC (ubiquitin-7-amino-4-methylcoumarin)
El ensayo de actividad con Ub-AMC se basa en la hidro´lisis del AMC desde
la ubiquitina; que al ser liberado emite fluorescencia a 440nm despue´s de su
excitacio´n a 360nm. El mecanismo general de reaccio´n propuesto [16] se muestra
en la figura 6.20.
Basados en esta premisa se realizo´ un ensayo exploratorio de la habilidad de
la prote´ına GlOTU -desde el extracto de prote´ına de E. coli BL21 (DE3) donde
fue expresada- para hidrolizar el sustrato Ub-AMC (Boston Biochem). Como
control de emisio´n basal de fluorescencia desde el extracto proteico de E. coli
BL21 (DE3) se determino´ la emisio´n de fluorescencia con la misma cantidad de
extracto de prote´ına de E. coli que carece de la prote´ına GlOTU recombinante.
En bacterias aunque no existe un sistema de ubiquitinacio´n; se ha evidencia-
do la presencia de una prote´ına capaz de hidrolizar Ub-AMC [13]; es la enzima
ElaD de E. coli que reporta emisio´n de fluorescencia en un medio de reaccio´n
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Figura 6.20: Mecanismo de reaccio´n entre una enzima DUB y el sustrato Ub-AMC.
Figura tomada de [16]. Donde E-SH es la enzima deubiquitinadora con
el grupo -SH del residuo Cys activo.
con Ub-AMC, por tal razo´n fueron analizados los extractos de bacterias E. coli
Bl21 que carecen del pla´smido y que fueron lisadas bajo las mismas condicio-
nes que las bacterias que expresaron la prote´ına GlOTU recombinante, como
control basal de hidro´lisis de Ub-AMC por la prote´ına ElaD.
Este ensayo de actividad exploratorio fue realizado con 19µg de extracto
prote´ico tanto para el ensayo con el extracto que contiene la prote´ına recombi-
nante como para el control con el extracto de E. coli sin la prote´ına recombinan-
te. Se evaluaron 2 extractos: Primero, el extracto de E. coli BL21 que conten´ıa
la prote´ına GlOTU recombinante obtenido por lisis con lizosima 1mg/mL en
donde obtuvimos un aumento del 36% en la fluorescencia en relacio´n al extrac-
to de E. coli que carece de la prote´ına recombinante como se muestra en la
figura 6.21
Y segundo, el extracto proveniente de la tercera solubilizacio´n de los cuerpos
de inclusio´n, con el que se obtuvo un aumento del 53% en la fluorescencia
comparado con la misma cantidad de un extracto de BL21 obtenido bajo las
mismas condiciones de lisis. Figura 6.22
Es importante anotar que la cantidad de prote´ına de E. coli BL21 en el
extracto proveniente de la solubilizacio´n de los cuerpos de inclusio´n es menor
comparado con la que se encuentra presente en el extracto obtenido por lisis con
lizosima, ya que esta fraccio´n contiene mayor cantidad de la prote´ına GlOTU
recombinante que es la que se encuentra en mayor proporcio´n en los cuerpos de
inclusio´n. Por esta razo´n la actividad DUB observada en este extracto debe ser
aportada en mayor proporcio´n por GlOTU que por ElaD de E. coli.
Este resultado exploratorio nos sugiere que la prote´ına GlOTU recombinante
posee la actividad deubiquitinadora como se esperaba desde nuestro prospecto
bioinforma´tico; y aunque este es un indicio de actividad DUB en la prote´ına
GlOTU recombinante, se sugiere como continuacio´n de este trabajo la purifica-
cio´n de la prote´ına recombinante a trave´s del Tag de 6xHis por cromatograf´ıa
de afinidad a Ni.
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Figura 6.21: Ensayo de actividad DUB sobre Ub-AMC en extractos de E. coli
BL21 con y sin GlOTU recombinante obtenidos por lisis con lizosi-
ma 1mg/mL. Diagrama de barras para el ana´lisis de actividad DUB
sobre Ub-AMC. En cada reaccio´n la altura de cada barra corresponde
al valor en unidades arbitrarias de fluorescencia de punto final de la
reaccio´n
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Figura 6.22: Ensayo de actividad DUB sobre Ub-AMC en extractos de E. coli BL21
con y sin GlOTU recombinante obtenidos por solubilizacio´n de cuer-
pos de inclusio´n con DOC 1%.Diagrama de barras para el ana´lisis
de actividad DUB sobreUb-AMC. En cada reaccio´n la altura de cada
barra corresponde al valor en unidades arbitrarias de fluorescencia de
punto final de la reaccio´n
7. CONCLUSIONES
1. Se identificaron 269 secuencias en el genoma del para´sito Giardia intesti-
nalis que se sugieren como las prote´ınas que constituyen del mecanismo de
sen˜alizacio´n con ubiquitina y de la maquinaria de degradacio´n espec´ıfica
Ubiquitina-Proteosoma. De ellas 68 son prote´ınas sin reportes anteriores
que fueron encontradas gracias a la automatizacio´n de la estrategia bio-
informa´tica en un simple script en lenguaje Bash que sera´ de utilidad
no solo para la identificacio´n de la v´ıa de sen˜alizacio´n por ubiquitina en
Giardia sino en cualquier organismo que se desee usar.
2. Se identifico´ con la te´cnica de PCR la secuencia GlOTU en el ADN de G.
intestinalis WB clon 6.
3. Se determino´ por primera vez en G. intestinalis y en un Protozoario de
forma experimental actividad OTU.
4. Fue corroborada la pertinencia de la metodolog´ıa in silico desarrollada en
este trabajo con la determinacio´n experimental de la actividad enzima´tica
de una secuencia que se ubica en el l´ımite de la identificacio´n con me´to-
dolig´ıas bioinform a´ticas “tradicionales” y el uso del Modelo Oculto de
Markov HMM.
.
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